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Transkriptionsregulation  der  TMPO- und  KIF23-Gene  im  Zellzyklus
und deren Repression durch den Tumorsuppressor p53
1. Abkürzungsverzeichnis
A adenine
ATCC American Type Culture Collection (Firma)
BANF1 barrier to autointegration factor 1
BAX Bcl-2-associated protein X gene
Bcl-2 B-cell lymphoma 2
Bmyb mouse B-Myb gene (Mybl2)
BMYB human B-Myb gene (MYBL2)
B-Myb Myb-related protein B
C cytosine
cDNA complementary DNA
c-myc cellular myelocytomatosis viral oncogene
CBF CCAAT binding factor
CD44 cluster of differentiation protein 44 gene
Cdc cell division control
Cdc2  Cdc2 gene
Cdc20 Cdc20 gene
Cdc5c Cdc25c gene
CDE cell cycle-dependent element
CDF-1 CDE-CHR binding factor-1
CDK cyclin-dependent kinase, dt. Cyclin-abhängige Kinasen
ChIP chromatin immunoprecipitation
CHO1 Chinese hamster ovary antigen 1
CHR cell cycle genes homology region
Cks1b Cyclin-dependent kinase regulatory subunit 1 gene
CLE CHR-like element
CRE cAMP (cyclic adenosine monophosphate) response element
Creb-1 CRE-binding protein 1
Cyclin A2 Cyclin A2 gene
Cyclin B2 Cyclin B2 gene
DLD-1 human colorectal adenocarcinoma cell line with delactate 
dehydrogenase 1
DMEM Dulbecco Modified Eagle Medium
DNA desoxyribonucleic acid, dt. Desoxyribonucleinsäure
DP1 E2F-dimerization partner 1
dREAM Drosophila RBF, E2F and Myb-interacting protein complex
DREAM mammalian DP, RB-like, E2F and MuvB complex
DRM Caenorhabditis elegans DP, RB, MuvB complex
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Firma)
E1A early adenovirus gene 1A protein
E2 early adenovirus gene 2
E2 early adenovirus gene 2 protein
E2F early adenovirus gene 2 promoter-binding factor
Ect2 epiphelial cell transforming sequence 2 oncogene
FACS fluorescence activated cell sorting
FCS fetal calve serum
FoxM1 forkhead box protein M1
G guanine
G0 phase resting phase
G1 phase gap 1 phase
G2 phase gap 2 phase
GADD45A growth arrest and DNA damage-inducible gene
GADD45A growth arrest and DNA damage-inducible protein 
GTP guanosine triphosphate
HCT116 human colon carcinoma cell line
HFF human foreskin fibroblasts
HPV human papilloma virus
HPV E7 HPV early gene 7 protein
hsp70 heat shock protein 70 gene
kDa kiloDalton
KIF23 human kinesin family member 23 gene
LAP2 lamina associated polypeptide 2




MDM2 E3 ubiquitin-protein ligase Mdm2 (mouse double minute 2 homolog)
gene
MDM2 E3 ubiquitin-protein ligase Mdm2 (mouse double minute 2 homolog)
protein
MDR1 multidrug resistance protein 1 gene
MIP Myb interacting protein
MKLP1 mitotic kinesin-like protein 1
MMB Myb-MuvB complex
MPF mitosis promoting factor
mRNA messenger RNA
mut mutant
MuvB multivulva class B
NF-Y nuclear transcription factor Y
NIH/3T3 National Institute of Health (Switzerland) 3T3 protocol mouse 
embryonic fibroblast cell line
NRF1 NRF-1 binding site
Nrf-1 nuclear respiratory factor 1
p21Waf1/CIP1 cyclin-dependent kinase inhibitor 1 gene (CDKN1A)
p21Waf1/CIP1 cyclin-dependent kinase inhibitor 1 protein
p53 tumor suppressor protein 53
PANDA P21‐associated ncRNA DNA damage activated
PBS phosphate buffered saline
Plk4 mouse polo-like kinase 4 gene
PLK4 human polo-like kinase 4 gene
PLK4 polo-like kinase 4 protein
pRB retinoblastoma susceptibility protein
Pu Purine
Py Pyrimidine
Rac Ras-like C3 botolinum substrate
RacGAP1 Rac GTPase-activating protein 1 gene
Ras related to the transforming genes of mammalian sarcoma retroviruses
RB retinoblastoma susceptibility gene
RE response element
RNA ribonucleic acid, dt. Ribonukleinsäure
RT-PCR reverse transcriptase polymerase chain reaction
SD Standard Deviation
SaOs-2 Sarcoma osteogenic 2 cell line
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
S phase synthesis phase
Survivin Survivin gene (BIRC5)
SV40 Simian virus 40
synMuv synthetic multivulva
TCTP translationally controlled tumour protein gene
TBP TATA-Box binding protein
TBST Tris-buffered Saline in Tween
TF Transcription factor
TMPO Thymopoietin
Tome-1 trigger of mitotic entry protein 1 gene
Ube2c ubiquitin conjugating enzyme 2c gene
WAF1/CIP1 wild-type p53-activated factor 1 / CDK-interacting protein 1
wt wildtype
2. Einleitung
Die Teilung von Zellen ist ein basaler Prozess des Lebens, der einer feinen Abstimmung des
Gleichgewichts  von Proliferation  und Regeneration  bedarf.  Es  müssen sich  genug Zellen
teilen,  um die Integrität  des Organismus aufrecht  zu erhalten und abgestorbene Zellen  zu
ersetzen. Gleichzeitig darf dieser Prozess nicht unkontrolliert von statten gehen, da es sonst
zur Tumorentstehung kommen kann.
Um dies zu verhindern,  ist  der „Wächter  des Genoms“ p53, und seine diversen Zielgene,
ständig in fein abgestimmten Regelkreisen aktiv, um Zellen entsprechend ihrer Situation zur
Teilung  zu  bringen,  im  Wachstum  anzuhalten  oder  ihr  Absterben  einzuleiten.  Diese
Regelkreise  und die  Gene,  aus  denen  die  dafür  notwendigen Proteine  entstehen,  erhalten
unser Zellsystem am Leben.
2.1. Regulation der Zellteilung im Zellzyklus
Der Zellzyklus ist die Grundlage der Zellteilung, in deren Rahmen sichergestellt wird, dass
die Erbinformation der Zelle verdoppelt  wird und jede Tochterzelle  die gleiche und exakt
kopierte  Menge Erbmaterial  von der Mutterzelle  erhält.  Der Prozess wird in verschiedene
Phasen unterteilt: G1-, S-, G2- und M-Phase. Hierbei steht S für Synthese (der DNA), G für
Englisch  „gap“  =  Lücke  und M für  Mitose.  G1,  S und G2-Phase  werden  zusammen als
"Interphase" bezeichnet, wobei die Zelle wächst, neue Organellen bildet, Proteine und RNA
synthetisiert  und die  DNA verdoppelt.  Die meisten Zellen  von mehrzelligen  Eukaryonten
befinden  sich  allerdings  in  der  G0-Phase,  einem  physiologischen  Ruhezustand,  und  sind
damit aus dem Zellzyklus ausgetreten (Rassow 2008).
Abb.1: Schema des Zellzyklus von Eucaryoten mit  M-Phase (Mitose und Zellteilung),  und den Interphase-
Abschnitten G1-Phase, S-Phase und G2-Phase. Die relative zeitliche Dauer der einzelnen Phasen ist angedeutet,
ebenso der Zustand des Chromatins (Quelle: Spektrum-Lexikon der Biologie).
In der M-Phase findet die eigentliche Zellteilung statt (Krause et al. 2000). 
Die M-Phase ist wiederum in verschiedene Phasen unterteilt.  In der  Prophase trennen sich
die Zentrosomen, wandern an entgegengesetzte Pole der Zelle und wirken dort als Mikrotu-
buli-organisierende Zentren.  Es kondensiert  das Chromatin und die Chromosomen werden
sichtbar.
In der Prometaphase zerfällt die Kernhülle und die Spindelfasern dringen in den Bereich des
jetzt  hüllenlosen Kerns ein. An den Zentromeren setzen die Mikrotubuli  an, durch die die
Chromosomen in der Metaphase im Zentrum der Zelle ausgerichtet und in der Anaphase mit
Hilfe der Polfasern auseinandergezogen werden können.
In der  Metaphase werden die kondensierten  Metaphasechromosomen durch die Mikrotubuli
der Spindel zwischen den Spindelpolen in der Äquatorialebene ausgerichtet. Die Metaphase
ist abgeschlossen, wenn alle Chromosomen in dieser Metaphaseplatte angekommen sind.
In der Anaphase werden die beiden Chromatiden eines Chromosoms durch die Spindelfasern
getrennt und (mit dem Zentromer voran) in Richtung Spindelpole auseinandergezogen. So er-
hält jeder Pol einen vollständigen Chromatidensatz. Damit ist die Basis für die beiden zu-
künftigen Tochterzellen geschaffen. Die Anaphase gilt als beendet, wenn sich die Chromoso-
men der beiden zukünftigen Tochterzellen nicht mehr weiter auseinanderbewegen.
Als  Telophase wird die letzte Phase der Mitose bezeichnet. Sie folgt übergangslos auf die
vorausgegangene Anaphase. Die Kinetochorfasern depolymerisieren, die Kernhülle wird wie-
der  gebildet  und die  Chromosomen dekondensieren.  Nach Abschluss der  Dekondensation
können die Gene wieder abgelesen werden, der Kern hat wieder die Arbeitsform  (Rassow
2008).
Cycline, Cyclin-abhängige Kinasen (Cyclin dependent kinases, CDKs) und andere zyklisch
exprimierte Proteine sorgen für das Voranschreiten der Zelle im Zellzyklus. Sie bilden die
regulierende  Untereinheit  von  Cyclin-CDK-Komplexen  und  regulieren  durch  ihre
fluktuierende Expression die Aktivität  der entsprechenden CDKs.  Wenn diese aktiv sind,
phosphorylieren und aktivieren diese somit Proteine, die den Zellzyklus weiter vorantreiben,
z.B. bildet der CDK1-Cyclin B-Komplex den Mitosis Promoting Factor (MPF). Dieser wird
allerdings sofort  nach seiner  Bildung durch Phosphorylierung inaktiviert.  Zur  endgültigen
Aktivierung  ist  die  Zellzyklusphosphatase  Cdc25C  erforderlich,  die  die  inhibierenden
Phosphatgruppen von CDK1 wieder abspaltet (Berry and Gould 1996).
Der oben genannte Komplex initiiert den Übergang von der G2-Phase zur Mitose, einer von
drei  wichtigen Kontrollpunkten  und ein  wichtiges  Augenmerk dieser  Arbeit.  Für die  hier
untersuchten Kandidatengene ist der G2/M-Übergang der Zeitpunkt, an dem das Maximum
der Genexpression vorliegt.
Weitere Kontrollpunkte liegen in der Mitose-Phase und am Übergang der G1- zur S-Phase.
Beim  G1-S-Übergang  spielt  zum  Beispiel  ein  weiteres  Mitglied  der  Cdc25-Familie,  die
Zellzyklusphosphatase Cdc25A, eine wichtige Rolle. Cdc25A dephosphoryliert und aktiviert
hier sowohl CDK2-Cyclin E- als auch CDK2-Cyclin A-Komplexe (Jinno et al. 1994; Yao et
al. 2008). 
An jedem der drei Kontrollpunkte kann der Zellzyklus unterbrochen werden, um entstandene
DNA-Schäden  zu  beheben.  Bei  irreparablen  Schäden  wird  der  kontrollierte  Zelltod
eingeleitet (Muller et al. 2014).
Die Transkription eben dieser Gene zu den Proteinen, die den G2-/M-Übergang kontrollieren,
namentlich der zyklisch exprimierten Cycline, wird durch eine Kombination von Cell cycle-
dependent  elements  (CDE)  und  eine  in  der  Gensequenz  über  mehrere  Spezies  hinweg
hochkonservierter  Cell  cycle  genes  homology  region  (CHR)  im  Promotorbereich  der
jeweiligen Gene reguliert. Zum Beispiel wird die Cyclin B2-Transkription in ruhenden und
G1-Zellen  reprimiert.  Indem die  Repression  in  S-  und G2-Phase aufgehoben wird,  kann
Cyclin B2 in diesen Phasen seine zyklische Aktivität ausüben (Lange-zu Dohna et al. 2000;
Zwicker et al. 1995). 
Proteine, die zum Beispiel an CDE/CHR-Promotoren binden, sind der E2F-Transkriptions-
faktor-Familie  zugehörig.  E2F-Transkriptionsfaktoren  werden  u.a.  durch  Retinoblastoma-
Protein  (pRB)  kontrolliert.  Dieses  gehört  ebenfalls  zu  den  Tumorsuppressoren  (Goodrich
2006; Morris et al. 1996).
2 -    ,     E2F-Proteine bilden heterodimere Komplexe, die sequenzspezifisch an die DNA F-Proteine bilden heterodimere Komplexe, die sequenzspezifisch an die DNA Proteine bilden heterodimere Komplexe die sequenzspezifisch an die DNA
       . binden und kontrollieren die zellzyklusabhängige E2F-Proteine bilden heterodimere Komplexe, die sequenzspezifisch an die DNAxpression von Genen Grund-
  2 -         sätzlich binden E2F-Proteine bilden heterodimere Komplexe, die sequenzspezifisch an die DNA F-Proteine bilden heterodimere Komplexe, die sequenzspezifisch an die DNA Proteine an die ihnen zugehörigen und nach ihnen benann-
 - .       ten DNA Bindungselemente Sie können dabei die Transkription sowohl aktivie-
   .    -    ren als auch reprimieren pRB und der pRB F-Proteine bilden heterodimere Komplexe, die sequenzspezifisch an die DNAamilie zugehörige Proteine können
   2 -   .  E2F-Proteine bilden heterodimere Komplexe, die sequenzspezifisch an die DNAinfluss auf die E2F-Proteine bilden heterodimere Komplexe, die sequenzspezifisch an die DNA F-Proteine bilden heterodimere Komplexe, die sequenzspezifisch an die DNA abhängige Transkriptionsregulation nehmen Dieser Prozess
   ,        wird durch CDKs kontrolliert die periodisch im Laufe des Zellzyklus aktiv wer-
           den und E2F-Proteine bilden heterodimere Komplexe, die sequenzspezifisch an die DNAinfluss auf die für jede Zellphase typische Genaktivität und Proteinzu-
  sammensetzung nehmen (   ,    2008)van den Heuvel Sander and Dyson .
Seit der Entdeckung der ersten Gene, die durch CDE/CHR-Tandem-Stellen reguliert werden,
wurden viele weitere gefunden, die generell für Proteine mit Funktionen in der S-, G2- oder
M-Phase kodieren.  In ruhenden Zellen werden diese Gene nicht  exprimiert.  Die Mutation
eines  CDE-  oder  eines  CHR-Elementes  in  einem  Promotor  führt  zur
Transkriptionsaktivierung in ruhenden Zellen (Zwicker et al. 1995). 
Abb. 2. CDE / CHR- regulierte Gene steuern die G2 /M Progression. Viele zentrale Proteine der G2-Phase
und  Mitose-Phase  werden  von  CDE  /  CHR  Tandem-Elementen  auf  Transkriptionsebene  reguliert.  Eine
hochkontrollierte Genexpression, sowie eine schneller Proteinabbau, sind für das Voranschreiten des Zellzyklus
erforderlich.  Regelkreise umfassen auch die Kontrolle  durch  p53.  Zellzyklusarrest  kann durch  p53 und der
daraus folgenden Herunterregulation der Transkription von zentralen Zellzyklusregulatoren wie Cyclin B, Cks1,
Cdc2 und Cdc25C vermittelt werden (Müller and Engeland 2010). 
Somit  sind  zyklisch  exprimierte  Proteine  wie  Cycline  für  die  Kontrolle  des  Zellzyklus
wesentlich, ebenso wie eine strenge transkriptionelle Regulation der Gene für die jeweiligen
Proteine durch CDE/CHR-Elemente essentiell ist für einen geordneten Ablauf der Zellteilung
ohne DNA-Schäden (Muller et al. 2014).
Das Ziel eines Zellzyklus-Arrestes ist die Reparatur der DNA. Wenn die Reparatur der DNA
trotz Zellzyklusarrest nicht möglich ist, dann wird die Apoptose der Zelle eingeleitet.
Unter anderem spielt der Tumorsuppressor p53 hier eine Rolle (Krause et al. 2001).
2.2.  Der Tumorsuppressor p53
Abb 3: Das Tumor-Suppressor-Protein p53 kann in vielfältiger Weise in den Zellzyklus eingreifen. Alle
Zellzyklus  -  Regulatoren  in  dieser  Abbildung werden  transkriptionell  durch  p53 herunter  reguliert  und  als
schwarze Linien mit horizontalen Balken gezeigt . Inhibition ( gepunktete Linien) und Aktivierung (gepunktete
Pfeile) einer Teilmenge der Regulierung zwischen verschiedenen p53 -Zielgenen ist angegeben (Bohlig and Ro-
ther 2011).
Wenn sich im Laufe des Zellzyklus Abweichungen und Auffälligkeiten ergeben, wird der
auch als “Wächter des Genoms” bezeichnete Transkriptionsfaktor p53 aktiviert  (Vogelstein
et al. 2000).
 p53 ist einer der wichtigsten Tumorsuppressoren. Seine Bedeutung in der Krebsentstehung
zeigt sich darin, dass in 50% aller Tumoren p53 mutiert ist, und somit nicht in der Lage ist,
seine vielfältigen Funktionen auszuüben. 
Der  Tumorsuppressor  ist  sonst  in  der  Lage,  den  Zellzyklus  in  den  G1-  und  G2-Phasen
anzuhalten, um die Reparaturmechanismen der Zelle greifen zu lassen, oder bei irreparablen
Schäden  die  Apoptose  einzuleiten,  um  somit  unter  anderem  die  Krebsentstehung  zu
verhindern (Krause et al. 2001; Krause et al. 2000; Vogelstein et al. 2000; Milner 1997).
In normalen, ungestressten Zellen ist p53 ein sehr instabiles Protein mit einer Halbwertszeit
von 5 bis 30 min (Levine 1997; Wu and Levine 1997).
Die Expression von p53 wird vor allem auf Proteinebene reguliert, indem das in allen Zellen
exprimierte  Produkt durch konstante Proteolyse auf niedrigem Niveau gehalten wird. Dies
geschieht durch die p53-spezifische E3-Ubiquitin-Ligase MDM2 in einer autoregulatorischen
negativen Rückkopplungsschleife. MDM2 monoubiquitiniert p53 und markiert es damit für
den zellulären  Abbau,  so dass in  ruhenden Zellen  p53 nicht  aktiv  ist  (Moll  and Petrenko
2003).
Der  Anfangspunkt  vieler  zellulärer  Stress-Signalwege,  wie  zum  Beispiel  DNA-Schäden,
Hypoxie, Verkürzung der Telomeren, und Onkogen-Aktivierung, ist die rasche Stabilisierung
von  p53  über  eine  Blockierung  seines  Abbaus  mittels  Proteolyse.  Es  kann  dann  unter
anderem in seiner wichtigsten Rolle als Transkriptionsfaktor wirken (Riley et al. 2008).
Es  kann  aber  auch  direkt  in  die  DNA-Reparatur  eingreifen,  indirekt  das  Chromatin
modifizieren und die Genomstabilität  beeinflussen, unter anderem über eine große Anzahl
verschiedener Zielgene (Helton and Chen 2007).
Dabei gibt es verschiedene Mechanismen der p53-abhängigen Transkriptionskontrolle. Diese
erfolgt  zumeist  durch  die  Bindung  an  spezifische  Erkennungsstellen  in  den  Promotoren
entsprechender Zielgene, von denen immer mehr bekannt werden, und die in ihrer Funktion,
wie oben beschrieben, äußerst vielfältig sind.
Die  Expression  dieser  Zielgene  wird  dann  hoch-  oder  herunterreguliert.  Die  direkte
transkriptionelle  Aktivierung  erfolgt  zum  Beispiel  durch  p53-DNA-Bindung  an  ein  p53
Response Element (RE) in den Promotoren entsprechender Zielgene. Dieses Element enthält
das Repeat-Decamer-Motiv „RRRCWWGYYY“ (Wang et al. 2010). Dabei kann die DNA-
Bindungsstelle  gewissen  Variationen  unterliegen,  z.B.  Kopf-an-Schwanz-Elemente  oder
invertierte Dinukleotid-Kerne (Riley et al. 2008).
Bei  der  transkriptionellen  Repression,  dem  weitaus  häufigeren  Ergebnis  der  p53-
Stabilisierung, die schlussendlich zu einer verminderten Expression von Zielgenen führt, ist
die Situation komplexer.  Viele Gene, die für Proteine mit Funktionen in der G2 / M-Phase
sich teilender Zellen kodieren, werden von p53 unterdrückt, so auch die hier in dieser Arbeit
beschriebenen Gene (Quaas et al. 2012; Bohlig and Rother 2011).
Hierbei bindet p53 nicht direkt an die DNA. Dies geschieht auf indirektem Wege über die
Aktivierung von Bindungspartnern. (Fischer et al. 2014b) Ein wichtiges Zielgen von p53 ist
hierbei der Cyclin-abhängige-Kinase-Inhibitor p21  WAF/CIP1, welche durch p53 aktiviert wird
(el-Deiry et al. 1993).
Nach der Induktion der Transkription dieses Zellzyklusinhibitors durch p53 führt  p21 zu ei-
ner Hemmung der Cyclin-cdk-Komplexe, die für den Übergang von der G1 zur S-Phase und
der G2- zur M-Phase notwendig wären. Eine Funktion von p21 und p53 am G2-Kontrollpunkt
wurde dabei ebenfalls beobachtet. Es wurde gezeigt, dass in kolorektalen Krebszell-Linien
sowohl p53 als auch p21 notwendig sind, um den G2-Arrest nach γ - Bestrahlung aufrecht zu
erhalten (Bunz et al. 1998).
Dieser und andere Bindungspartner von p53 vermitteln wiederum eine Repression durch die
Bildung von Proteinkomplexen wie pRB/E2F oder DREAM, die über CDE/CHR-Elemente
an  die  DNA  binden,  und  dann  wiederum  die  Herunterregulation  entsprechender  Gene
vermitteln (Fischer et al. 2014a).
Unter den E2F-Transkriptionsfaktoren kann der E2F-DP-Komplex die Zelle in die S-Phase
führen. Wenn das phosphorylierte Retinoblastoma-Protein an E2F bindet und somit inaktiv
hält,  wirkt  der  Komplex suppressiv und verhindert  das  Fortschreiten  des  Zellzyklus.  Erst
wenn der Komplex sich auflöst, wird E2F als Transkriptionsfaktor aktiv, hierbei jedoch nur
die aktivierenden E2Fs 1 bis 3a (Schaal et al. 2014; Knudsen and Knudsen 2006; Classon and
Harlow 2002). 
Auch  über  nicht-kodierende  RNAs  wie  mir34a,  lincRNA-p21  und  PANDA,  kann  die
indirekte Repression durch p53 vermittelt werden (Rinn and Huarte 2011).
Abb. 4. Der p53-Tumorsuppressor ist kein direkter Repressor der Transkription.
P53 aktiviert stets seine Zielgene bei der Bindung an DNA. Um die Transkription zu aktivieren, bindet das p53-
Tetramer  an  das  p53  RE  seines  Zielgens.  Der  Transkriptionsfaktor  p53  wirkt  als  Repressor  durch  die
Aktivierung  des  p53-p21-DREAM /  pRB-Weges und führt  letztendlich  zu  einer  indirekten  p53-abhängigen
Transkriptionsrepression (Fischer et al. 2014b; Quaas et al. 2012).
Es ist bezeichnend, dass p53 in vielen Tumorarten direkt mutiert und seine Wächterfunktion
somit gestört ist.  In vielen anderen Fällen sind Signalwege wie oben beschrieben, die zur
p53-Aktivierung führen, oder die durch p53 in Gang gesetzt werden, gestört (Bourdon 2007). 
In  den  Tumoren,  in  denen  Wildtyp-p53  auftritt,  ist  der  p53-Signalweg  meist  dadurch
inhibiert, dass die Proteine, die für die Stabilisierung und Aktivierung von p53 wichtig sind
oder  die  erforderliche  nukleäre  Lokalisation  von  p53  beeinflussen,  durch  Mutationen
inaktiviert wurden, z.B. wie das bereits erwähnte MDM2 (Moll et al. 1995; Nikolaev and Gu
2003; Sherr 2001).
Auch die Wechselwirkung von p53 mit bestimmten zellulären oder viralen Proteinen führt
zur Inaktivierung von p53 (Oliner et al. 1992; Harris and Levine 2005).
Hier  sei  als  Beispiel  das  Virusprotein  HPV-E7  genannt,  welches  eine  Aktivierung  von
Zielgenen  durch  Verdrängen  des  DREAM-Komplexes  von  CDE/CHR-Elementen  erreicht
und  somit  p53  als  upstream-Bindungspartner  funktional  außer  Kraft  setzt  (Fischer  et  al.
2014a; Fischer et al. 2017). 
P53 kontrolliert somit, wie hier zusammengefasst, eine ganze Reihe zellulärer Prozesse:
1. DNA-Metabolismus (Helton and Chen 2007; Yonish-Rouach et al. 1991),
2. Reifung und Seneszenz von Zellen (Feng et al. 2005) ,
3. Angiogenese (Prats and Prats 2002),
4. Immunantwort (Yu et al. 2006; Rollwagen et al. 1998),
5. Zelldifferenzierung, Zellmigration (Abou Elela and Nazar 1997; Clemens 2004) und
6. interzelluläre Kommunikation  (Zhang et al. 2004; Agoff et al. 1993; Smith et al. 1994;
Morris et al. 1996) und, die hier vor allem besprochenen Funktionen im
7. Zellzyklus und der Apoptose (Yin et al. 2003; Tanaka et al. 2000; Menendez et al. 2009;
Manfredi 2003).
Selbst bei der Implantation von Embryonen und im Schwangerschaftsverlauf spielt es eine
Rolle (Sohr and Engeland 2011; Hu et al. 2007).
Die Funktion von p53 nimmt mit zunehmendem Alter ab  (Feng et al.  2007). Dies könnte
nicht nur zu der mit zunehmendem Alter erhöhten Inzidenz von Krebs beitragen, sondern
möglicherweise auch auf den Prozess des Alterns selbst Einfluss nehmen (Vousden and Pri-
ves 2009). 
Somit  ist  p53  eine  Schlüsselstelle  im  Verständnis  der  molekularen  Entstehung  von
Zellmutationen,  die  zur  Entartung  einer  Zelle  führen  können.  Es  gibt  verschiedene
Möglichkeiten, mögliche Kandidatengene zu identifizieren.
2.3. Identifizierung und Analyse von Kandidatengenen
Es sind  schon viele  p53-Zielgene  in  der  Literatur  bekannt,  aber  es  werden  ständig  neue
entdeckt, die die Rolle von p53 unterstreichen (Menendez et al. 2009).
Durch die oben ausgeführte Rolle von p53 bei der Seneszenz, der Zellteilung, im Zellzyklus
und  ultimativ  bei  der  Tumorentstehung,  ist  die  Suche  nach  neuen  durch  p53  regulierten
Genen  äußerst  wichtig,  da  sie  neue  Ansatzpunkte  für  diagnostische  Möglichkeiten  und
Therapien bilden können. 
In  einem  Indikator-DNA-Mikroarray-Hybridisierungsexperiment,  welches  zuvor
durchgeführt wurde, wurde RNA genutzt, die aus p53-negativen Zellen, die aber mit einem
Tet-Off-System für die selektive Expression von Wildtyp-p53 ausgestattet wurden (Sohr and
Engeland 2011; Böhlig et al. 2011).
Somit konnten die mRNA-Expressionsmuster in den oben genannten Zellsystemen vor und
nach p53-Induktion und auch im Zellzyklus untersucht werden. Es konnten Hinweise darauf
gefunden  werden,  welche  RNAs auf  die  ektope  Expression  von  p53  in  ihrer  Expression
verändert werden. 
Aus  dem  Vergleich  der  Microarray-Analysen  konnten  potentielle  Zielgene  identifiziert
werden, die dann mittels Real-Time-RT-PCR verifiziert werden mussten (Bohlig and Rother
2011; Böhlig et al. 2011; Rother et al. 2004). 
Mit einem in der Expression von p53 hoch induzierbarem D53-Zellzystem wurden die ersten
Verifizierungsergebnisse durchgeführt (Krause et al. 2000).
Da  die  p53-Mengen  in  diesem  System  sehr  hoch  sind  und  nicht  den  Bedingungen  in
unveränderten  humanen  Zellen  entsprechen,  wurde  die  endogene  p53-Stimulation  der  im
Microarray gefilterten Kandidatengene außerdem mit  der Kolonkarzinomzelllinie  HCT116
untersucht. Doxorubicin verursacht DNA-Schäden, was zur Aktivierung und Stabilisierung
von p53 führt (Bunz et al. 1998).
Aus der großen Menge der potentiellen Zielgene, die mittels Real-Time-RT-PCR verifiziert
worden  waren,  wurden  so  zwei  Kandidatengene  ausgewählt,  die  eine  p53-abhängige
Regulation zeigten. Diese sollten im Hinblick auf Regulationsmechanismen näher untersucht
werden.
2.3.1. Thymopoietin
Thymopoietin  (TMPO),  auch  unter  dem  Namen  Lamina  associated  Polypeptide  2
(Abkürzung  LAP2)  bekannt,  ist  das  erste  der  potentiellen  Zielgene  gewesen,  das  gute
Ergebnisse zeigte. Es handelt sich hierbei um ein ubiquitär exprimiertes nukleäres Protein. 
Es gibt drei im Folgenden genannte humane Spleißvarianten: α mit 75 kiloDalton, β mit 51
kiloDalton, und γ mit 39 kiloDalton (Harris et al. 1994; Berger et al. 1996).
Diese besitzen alle  u.a.  eine  LEM-Domäne (LEM steht  hierbei  für die  Komponenten des
Komplexes aus LAP2, Emerin und MAN1), die in der Lage ist, mittels BANF1 (Barrier to
autointegration factor 1) DNA zu binden. Es gibt so genannte Laminopathien, die u.a. durch
einen Fehler in der Bindung zwischen TMPO und A-Laminen auftreten können. TMPO-α
soll durch die LEM-Domäne eine Rolle bei der Chromatinorganisation spielen und mithelfen,
den Nucleus nach der Mitose zu reassemblieren.  Es unterstützt  durch die Lokalisation im
Inneren des Nukleus die Regulation des Zellzyklus.  Wenn dies nicht  funktioniert,  können
andere Proteine in der Zelle nicht richtig transloziert werden (Gruenbaum et al. 2005).  
TMPO-α ist strukturell verschieden von den beiden sich ähnelnden  β- und  γ-Varianten, es
besitzt eine spezifische Domäne von 506 Aminosäuren (Berger et al. 1996). 
In der G1-Phase des Zellzyklus ist TMPO-α an A-Lamine des Zellkerns assoziiert, die eine
Rolle beim Aufbau der Kernstruktur vermuten lassen (Dechat et al. 2000). 
Die Überexpression von TMPO-α in Fibroblasten reduzierte die Proliferation und verzögerte
den  Eintritt  in  den  Zellzyklus  ausgehend  vom G0-Arrest.  Wenn  wiederum die  RNA von
TMPO-α herunterreguliert  wurde,  kam es  zur  Erhöhung  der  Proliferation  und die  Zellen
traten nicht aus dem Zellzyklus aus, nachdem sie gehungert wurden. Es wurde auch gezeigt,
dass dieser Pfad mittels pRB vermittelt  wird, der COOH-Terminus hat hierbei pRB direkt
gebunden,  und  eine  Überexpression  von  TMPO-α inhibierte  die  pRB/E2F-abhängige
Genaktivität  mittels  pRB.  Auch  an  den  Promotoren  von  pRB/E2F-abhängigen  Zielgenen
konnte  eine  Bindung  gezeigt  werden,  ebenso  wie  eine  Herunterregulation  (Dorner  et  al.
2006).
Zusammenfassend kann man sagen, dass TMPO-α den Zellzyklus bremst. Es hat durch pRB/
E2F  einen  direkten  reprimierenden  Effekt  auf  entsprechende  Zielgene.  Zudem  ist  es  als
einzige Spleißvariante löslich und im ganzen Kern vorzufinden und bindet an Lamin A. 
Im Gegensatz dazu sind die anderen beiden Spleißvarianten kernmembranständig, besitzen
demzufolge Transmembrandomänen, und binden auch nicht an Lamin A, sondern an Lamin
B.  Somit  war  schon  eine  wesentliche  Rolle  vor  allem  der  α-Variante  im  Zellzyklus  zu
vermuten, die sich in dieser und anderen Arbeiten bestätigen sollte.
2.3.2. Kinesin Family Member 23 
Es  wird  mit  KIF23  abgekürzt,  jedoch  auch  als  Mitotic  Kinesin-like  Protein1  (MKLP1)
bezeichnet.  Das Protein  gehört  zur  großen  Familie  der  Kinesine  und kolokalisiert  in  der
Mittelzone der Mikrotubuli  während der Zellteilung zusammen mit KIF4 (Kinesin Family
Member 4) und GAP (GTPase-activating Protein) (Hu et al. 2012). 
KIF23  ist  ein  kinesin-ähnliches  Motorprotein,  das  Mikrotubuli  verbinden  und  in
entgegengesetzte Richtungen bewegen kann, wie es für die Organisation der sich teilenden
Zelle notwendig ist (Nislow et al. 1992).  
Eine  der  letzten  Möglichkeiten,  den  Zellzyklus  vor  der  Zellteilung  anzuhalten,  ist  die
Regulation  der  Zytokinese.  Während  der  späten  Anaphase  reorganisiert  sich  die  zentrale
Region der Mikrotubuli-Spindel (die Zentral-Spindel) um die Mittelzone zu schaffen. Diese
„midzone“ ist ein fest gepacktes Bündel antiparalleler Mikrotubuli (Schuldt 2010).
Zentralspindlin, ein Heterotetramer aus zwei Molekülen von KIF23 und zwei Molekülen von
RACGAP1,  ist  ein  wesentlicher  Faktor  für  dieses  Bündeln  der  Mikrotubuli  während  der
Zytokinese (Pavicic-Kaltenbrunner et al. 2007; Hutterer et al. 2009). 
Die Regulation von KIF23 erfolgt u.a. im Zellzyklus entsprechend seiner wichtigen Rolle in
der  Zellteilung.  Die  KIF23-Expression  wird  in  den  G0-  und  G1-Phasen  des  Zellzyklus
reprimiert, in der frühen S-Phase induziert und erreicht das Maximum seiner Expression in
der G2/M-Phase (Seguin et al. 2009). Bei Seguin et al. wurde auch bereits ein funktionelles
CHR-Element identifiziert.
Der genauere Mechanismus der zellzyklusabhängigen Regulation und Unterschiede zwischen
den beiden bekannten Spleißvarianten wurden bisher jedoch noch nicht untersucht, ebenso
wie die p53-abhängige Regulation.
2.4. Zielstellung
p53  als  einer  der  wichtigsten  Tumorsuppressoren  spielt  eine  fundamentale  Rolle  in  der
Zellzykluskontrolle. Als Transkriptions-faktor beeinflusst p53 die Expression einer Vielzahl
von Genen sowohl positiv als auch negativ. Es kann aber auch direkt in die DNA-Reparatur
eingreifen, indirekt das Chromatin modifizieren und die Genomstabilität beeinflussen, unter
anderem über eine große Anzahl verschiedener Zielgene. Bei der Seneszenz von Zellen spielt
es ebenfalls eine Rolle (Helton and Chen 2007; Vousden and Prives 2009). 
Somit  ist  p53  eine  Schlüsselstelle  im  Verständnis  der  molekularen  Entstehung  von
Genmutationen, die zur Entartung einer Zelle  führen können.  Um die Funktionsweise von
p53 genauer zu charakterisieren und alle Aspekte zu beleuchten, ist es wichtig, neue p53-
Zielgene zu identifizieren.
Deswegen  ist  die  Entschlüsselung  und  Erweiterung  des  p53-Netzwerks  eine  Basis  für
zukünftige Diagnostik- und Therapieansätze.  Das Verständnis der Transkriptionsregulation
von durch p53 reprimierten Zielgenen konnte exemplarisch dazu dienen, die Funktionsweise
von  p53  besser  zu  verstehen.  Ziel  der  Arbeit  ist  die  Charakterisierung  der  p53-  und
zellzyklusabhängigen  Expression  von  TMPO  und  KIF23  und  die  Untersuchung  von
Promotorelementen, die für die Genexpression der beiden Kandidatengene wichtig sind. 
3. Material und Methoden
3.1. Zellkulturen,  Zellsynchronisation  und  Behandlung  mit
Zytostatika
Es  wurde  die  humane  Kolonkarzinomzelllinie  HCT116  und  zudem  HCT116-Zellen  mit
Deletionen in  den Allelen  für p53 (HCT116  p53-/-)  und für p21WAF1/CIP1  (HCT116  p21-/-)
verwendet. 
Für die Zellzyklusexperimente wurden embryonale NIH/3T3-Mausfibroblasten  2 (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen DSMZ, Braunschweig, Deutschland) und
humane  Vorhautfibroblasten  verwendet  (American  Type  Culture  Collection  ATCC,
Manassas, Virginia-USA). 
Die Synchronisation in G0 erfolgte über Serumentzug 48 Stunden. Die Zellen wurden mittels
Zugabe von 20%-igem Fetalem Kälberserum (FCS) in Dulbecco´s Modified Eagle Medium
(DMEM) restimuliert  und der FACS-Analyse zugeführt  (Krause et  al.  2000; Fischer et  al.
2013). 
Doxorubicin ist ein DNA-Interkalans und stabilisiert den Topoisomerase-II-Komplex. Damit
führt es zum Stopp der Replikation und induziert DNA-Schäden, p53 wird aktiviert (Tarr and
van Helden 1990). 
Die  Doxorubicin-Konzentration  betrug  0,2mg/ml  über  einen  Zeitraum  von  48  oder  72
Stunden. Der MDM-2-Inhibitor Nutlin 3, der zu einem Anstieg von p53 in den Zellen führt,
war konzentriert bei 10 mM in Dimethyl-Sulfoxid (DMSO) (Cayman Chemical, Ann Arbor,
Michigan-USA).
Die verwendete Konzentration für die Experimente waren 5 mM über einen Zeitraum von 24
Stunden. DMSO wurde als Kontrolle für die Nutlin-Behandlung benutzt (Vassilev et al. 2004;
Krause et al. 2000; Fischer et al. 2013).
Die oben genannten Zelllinien wurden (falls keine Zellzyklusexperimente liefen) in DMEM
mit 10%-igem Fetalem Kälberserum (FCS) unter Zugabe von Penicillin/Streptomycin bei 37
°C  und  10%  CO2-Gehalt  kultiviert  (beide  hergestellt  von  Lonza,  Basel,  Schweiz).  Den
HCT116  p53-/--Zellen  wurden  Geneticin  und  Hygromycin  zugesetzt,  die  p53-positive
Zelllinie erhielt keine Zusätze.
Ebenso  verwendet  wurden  die  dankenswerterweise  von  Bert  Vogelstein  zur  Verfügung
gestellten  Derivate  der  kolorektalen   Karzinom-DLD-1-Zelllinie,  deren  endogenes  p53
mutiert ist. 
Die  Zellen  besitzen  ein  über  den  Entzug  von Tetracyclin  oder  Doxycyclin  induzierbares
Genexpressionssystem (tet-off-System), welches nach Entfernen der o.g. Substanzen p53 in
großen Mengen exprimiert, entweder als p53-Wildtyp (D53wt) oder mutiertes p53 (D53mut)
mit  der  ausgetauschten  Aminosäure  Arginin  zu  Histidin  an  der  175.  Stelle  der
Aminosäurensequenz (R175H) (Yu et al. 1999). 
Die  Zellkultur  der  D53-Zelllinie  fand  in  McCoys 5A-modifiziertem  Medium (Biochrom)
supplementiert mit 10%-igem Fetalem Kälberserum statt. Das McCoys-Medium enthielt 400
µg/ml  Geneticin  (Gibco  BRL)  und 250 µg/ml  Hygromycin  (Roche).  Die  p53-Expression
wurde reprimiert  über  20 ng/ml  Doxycyclin (Sigma) und wurde über die  Entfernung von
Doxycyclin  aus  dem  Kulturmedium  induziert.  Die  Zellen  wurden  dabei  dreimalig  mit
phosphat-gepufferter Salzlösung gewaschen (PBS) und in einem Medium ohne Doxycyclin
platziert. Die Zellen wurden 9 Stunden nach p53-Induktion geerntet. 
Für die Luciferase-Assays wurde die Osteosarkom-Zelllinie SaOS-2 (DSMZ, Braunschweig,
Deutschland) verwendet. Die Zellkultur erfolgte in McCoys 5A-modifiziertem Medium mit
15 % fetalem Kälberserum (Fischer et al. 2013; Krause et al. 2000).
3.2.  RNA-Extraktion aus Zelllinien, Primer, Real-time RT-PCR 
Die  RNA und  das  Protein  der  Zellkulturzellen  wurden  mit  TRIzol-Reagenz  (Invitrogen,
Carlsbad, Kalifornien-USA) gelöst und isoliert.  Das Grundprinzip der Isolation beruht dabei
auf einer Chloroform-Phenol-Extraktion.  Dabei wurde das Protokoll des Herstellers befolgt
und RNAse-freie Pipetten, -Wasser und -Arbeitsplätze beachtet. Beim Zentrifugieren wurde
gekühlt, die wässrige Phase enthielt das RNA-Extrakt, die Phenol-Phase das Protein, welches
mit Chloroform extrahiert wurde. Die Extrakte wurden mit Isopropanol gefällt.  Schrittweise
konnte man so Gesamt-RNA, genomische DNA und Proteine aus den Zellen isolieren. 
Mit  den  RNA-Extrakten  wurde  die  quantitative  Real-time  RT-PCR  durchgeführt.  Dabei
wurde das LightCycler 2.0 Instrument von Roche verwendet, zusammen mit dem QuantiTect
SYBR Green® RT-PCR-Kit von Qiagen. Die Reaktion wurde in 20 µl pro Kapillare mit 50
ng RNA-Extrakt  durchgeführt.  Die Primer waren mit  1 µM konzentriert.  In der Kapillare
waren 10 µl SYBR-Green-Reaktionslösung I und 0,2 µl RT-PCR-Enzymlösung  (Sohr and
Engeland 2008).
Das Protokoll besteht aus 4 Programmen: zuerst reverse Transkription der Ursprungs-RNA,
dann  Denaturierung  des  Komplementär-DNA/RNA-Hybriden,  Amplifizierung  der  cDNA
über PCR-Zyklen, dann Schmelzkurvenanalyse zur Identifikation von amplifizierter cDNA.
Die reverse Transkription wurde bei 50 ° über 30 Minuten durchgeführt. Nach 15 Minuten
Denaturierung bei 95° erfolgte die Polymerase-Kettenreaktion über 50 Zyklen.
Die PCR-Konditionen für jeden Zyklus waren wie folgt: 15 Sekunden Denaturierung bei 95
°C, 10 Sekunden Primer-Annealing bei 60 °C and 15 Sekunden Extension/Synthese bei 72
°C. Nach jeder Synthese wurden die Fluoreszenz-Daten des SYBR-Greens, welches in die
Produkte eingebaut wurde, gemessen, um die RNA-Menge zu quantifizieren. Die quantitative
Analyse der LightCycler-Daten wurde mittels LightCycler  Analyse-Software durchgeführt.
Eine  Schmelzkurvenanalyse  wurde  nach  jedem  PCR-Zyklus  durchgeführt,  um  die
Amplifikationsprodukte  zu  verizifieren.  Dies  geschah  im  Anschluss  mittels  DNA-
Sequenzierung und Sequenzabgleich über Gendatenbanken (Krause et al. 2000). 
Folgende Primer wurden benutzt: TMPO alpha LC 2 for 5´-GGG GTA GGT AGT TTG CCT
G-3´, TMPO alpha LC2 rev 5´-TGC TGT GAT TGC TTA GCC AC-3´, TMPO beta LC3 for
5´-CAG AAC ATT TTC GTA TAG ATG GTC-3´, TMPO beta LC3 rev 5´-GTC AAT GGT
TTC TTT GGT GC-3´, TMPO beta+gamma LC for 5´-TTC AGT CAT CCA GTT TGC TAC
C-3´, TMPO beta+gamma LC rev 5´-CTC GGC AAA ATT TGT TTC TG-3´, hKIF23 variant
1_for 5´-CCA TCA CCT GTG CCT CTT TC-39; hKIF23 variant 1_rev 5´-AAG AGT AAC
CTG CCG CAA TG-3´; hKIF23 variant 2_for 5´-GTA GAG TGG CAG CCA AAC AGC-3´,
hKIF23 variant 2_rev 5´-CTG ATC AGG TTG AAA GAG TAA AGG C-3´, hKIF23 variant
1+2_for 5´-TGC TGC CAT GAA GTC AGC GAG AG-39, hKIF23 variant 1+2 rev 5´-CCA
GTG GGC GCA CCC TAC AG-3´ (Fischer et al. 2013). 
Semiquantitative Analysen der Produkte wurden über Faktoren ausgegeben, indem sie mit
Haushaltsgenen wie beta-Actin oder L7 abgeglichen wurden. Die benutzten Primer waren
folgende: LC β-actin for 5'-CCT TCA ACA CCC CAG CCA TGT ACG-3'; LC β-actin rev 5'-
GCC GTG GCC ATC TCT TGC TCG AAG-3'; LC L7 for 5'-GCA CTA TCA CAA GGA
ATA TAG GCA G-3'; LC L7 rev 5'-CCC ATG CAA TAT ATG GCT CTA C-3' (Sohr and
Engeland 2008). 
3.3.  Proteinextraktion, Western Blot und Antikörper 
Die durch TRIzol-Extraktion zuvor gewonnenen Protein-Pellets wurden nach Waschen mit
Guanidin-Hydrochlorid mit 120 µl Harnstoff (8M) gelöst. Die darin enthaltene Proteinmenge
wurde in Extinktionsmessung mit Bradford-Lösung bestimmt (Bradford 1976).
Proteinextrakte  von  20  und  40  µg  wurden  auf  einem  10%-igem  Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und mit halbtrockener Blot-Technik auf eine Polycinyliden-
Difluorid-Transfermembran übertragen (Millipore) (Laemmli 1970).
Die Membran wurde mit 3%-iger Blocking-Lösung (Milch in TBS mit 0,1%-igem Tween
(TBST)) über 1 Stunde bei Raumtemperatur geblockt. Dann wurde die Membran mit dem
Primär-Antikörper bei 4°C über Nacht inkubiert. Es erfolgten drei Waschschritte mit TBST,
und danach die Inkubation über eine Stunde mit den Sekundär-Antikörpern bei verschiedenen
Verdünnungen in Raumtemperatur in halbkonzentrierter Blocking-Lösung. 
Die  Detektion  der  Chemolumineszenz-Signale  wurde  durch  die  Peroxidase-gekoppelten
Sekundär-Antikörper mit den Kits SuperSignal  West Dura® für p53- und beta-Actin oder
Femto® (Pierce) für TMPO- und KIF-Antikörper durchgeführt (Sohr and Engeland 2008). 
Die  verwendeten  Antikörper  waren:  KIF23  (anti-MKLP-1  (24),  sc-136473,  Santa  Cruz
Biotech, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA, 1:200-Verdünnung), p21WAF1/CIP1 (EA10,
Calbiochem,  Merck  KGaA,  1:500-Verdünnung),  p53  (DO-1,  Calbiochem,  1:2000-
Verdünnung),  GAPDH (G9545,  Sigma,  1:500-Verdünnung)  oder  beta-Actin  (AC-15  von
Sigma, 1:5000-Verdünnung), TMPO (monoklonal MAB819 von R&D Systems und L6043
von Sigma, polyklonal IQ175 von ImmuQuest, 1:2000-Verdünnung).
Für das Stripping wurden die Membranen 30 Minuten mit Restore Western Blot Stripping
Buffer von Thermo Scientific inkubiert (Fischer et al. 2013).
3.4. Plasmide und DNA-Sonden 
3.4.1. Synthese  von  Plasmiden  und  DNA-Sonden,
Restriktionsverdau
Die humanen p53-Expressionsplasmide  pCMV-p53wt und pCMV-p53mut  (kodiert  für die
DNA-Bindungsmutante V143A) wurden, ebenso wie das humane p21-Promotorkonstrukt und
seiner Mutationen, von Bert Vogelstein zur Verfügung gestellt (Baker et al. 1990; el-Deiry et
al. 1993).
Zur  Erzeugung  der  verschiedenen  Promotor-Reporter-Konstrukte  sowie  der
Expressionsplasmide  wurden  die  entsprechenden  DNA-Bereiche  zunächst  aus  humaner
genomischer  DNA  (Promotorkonstrukte)  oder  cDNA  (Expressionsplasmide)  mittels  PCR
amplifiziert (Mullis et al. 1986; Mullis and Faloona 1987).
Der  PCR-Ansatz  wurde  anschließend  mittels  Agarose-Gelelektrophorese  aufgetrennt,  die
Banden der gewünschten Produkte wurden aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA wurde
extrahiert.  Um  die  PCR-Produkte  anschließend  mit  Restriktionsenzymen  verdauen  zu
können,  wurden  in  der  PCR Primer  eingesetzt,  die  am  5`-Ende  mit  der  entsprechenden
Schnittstelle verlängert wurden (Sohr and Engeland 2008).
Für  die  Expressionsexperimente  mit  eukaryontischen  Zellen  wurden  die  Komplementär-
DNAs (cDNAs) in den pcDNA3.1(+) Vektor von Invitrogen subkloniert.
Genomische DNA wurde mit dem „QIAamp Genomic DNA Preparation Kit“ (Qiagen) nach
Angaben des Herstellers isoliert. Die Menge der erhaltenen DNA wurde durch Bestimmung
der optischen Dichte bei 260 nm bestimmt (Sohr and Engeland 2008).
Die  Promotorkonstrukte  von TMPO und KIF23 wurden  von humaner  genomischer  DNA
amplifiziert  und  als  KpnI/NcoI-Fragmente  mit  den  Schnittstellen  der  entsprechenden
Restriktionsenzyme in den pGL4.10-Luciferase-Reportergen-Vektor von Promega kloniert.
Es  wurden  verschiedene  Restriktionsendonukleasen  (NEB)  für  die  analytischen  und
präparativen  Spaltungen  verwendet.  Die  für  die  eingesetzten  Restriktionsenzyme
unterschiedlichen Reaktionsbedingungen wie Temperatur und Puffer wurden nach Angaben
des Herstellers gewählt (Sohr and Engeland 2008).
Der  Translationsstart  wurde  im  Konstrukt  mit  +1  bezeichnet,  die  Basen  davor  mit
Minuszahlen gezählt. Die hierzu verwendeten Primer wurden weiter unten zusammengefasst
aufgeführt (Fischer et al. 2013).
Die  Auftrennung  der  DNA-Fragmente  erfolgte  je  nach  Fragmentlänge  in  1-2  %igen
Agarosegelen bei 120 V für ca. 30 Minuten. Als Laufpuffer wurde 1x-TAE-Puffer verwendet.
Zum Größenvergleich  der  DNA dienten  DNA-Längenstandards der  Firma Fermentas.  Zur
Detektion der DNA-Banden wurde den Reaktionsansätzen, die außerdem ein entsprechendes
Aliquot  5x-Probenpuffer  enthielten,  der  Fluoreszenzfarbstoff  SYBRTM  Green  laut
Herstellerangaben  zugesetzt.  Alternativ  wurde  das  Gel  nach  der  Elektrophorese  in  einem
Ethidiumbromid-Bad gefärbt. Mit Hilfe der Foto-Einheit konnten die Gele dokumentiert und
ausgewertet werden. 
Die interessierenden Banden wurden bei  Bedarf  mit  einem sterilen  Skalpell  aus dem Gel
ausgeschnitten und die DNA wurde mit dem „QIAquick® Gel Extraction Kit“ nach Angaben
des Herstellers (Qiagen) extrahiert (Sohr and Engeland 2008). 
Die  vollständigen  Konstrukte  wurden  wurden  mittels  Anionen-Austausch-Kolumnen  von
Qiagen gereinigt und durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung verifiziert  (Krause et al.
2000). 
Das pGL4.70hRluc-Plasmid von Promega kodiert für die Renilla-Luciferase und diente als
Transfektionskontrolle in den Luciferase-Reporter-Assays. (Sohr and Engeland 2008)
Der  Promotorkonstrukte  wurden  durch  Zusammenfügen  erstellt,  die  Mutationen  zur
Veränderung  der  Promotoraktivität  wurden  mit  dem  QuikChange®  Mutagenese  Kit  von
Agilent Technologies eingeführt. 
Die DNA-Sonden für die Reinigung wurden mit  PCR hergestellt,  in der ein biotinylierter
Primer  für  die  Markierung  des  Plusstrang-Endes  von  Invitrogen  genutzt  wurde.  Als
Negativkontrollen  wurden  Fragmente  des  Maus-Gapdhs-Promotors  genutzt  (Fischer  et  al.
2013).
3.4.2. Mutagenese 
Mögliche  Zielstellen  für  die  Mutagenese  wurden  mittels  Sequenzvergleichen  zwischen
verschiedenen Organismen gesucht. Um potentielle E2F- und CHR-Bindungsstellen in den
jeweiligen  Promotoren  gezielt  zu  mutieren,  kam  die  Quickchange-Mutagenese  (Agilent
Technologies)  zum  Einsatz  (Higuchi  et  al.  1988).  Alle  durch  Mutagenese  erzeugten
Konstrukte wurden durch Sequenzierung verifiziert.
Für  die  Mutagenese  der  putativen  E2F-Bindungsstellen  im  TMPO-Promotor  wurde  das
gesamte Plasmid mit zwei komplementären Primern amplifiziert, die beide die gewünschte
Mutation  tragen.  Für  die  Amplifikation  wurde eine  DNA-Polymerase  mit  Proof-Reading-
Funktion  verwendet  (Pfu-Turbo-DNA-Polymerase  von  Stratagene)  (Sohr  and  Engeland
2008).
Für  die  KIF-Mutagenese  des  CHRs  wurde  ebenfalls  die  QuickChange-Mutagenese  laut
Herstellerprotokoll verwendet (Fischer et al. 2013). 
Nach  der  Amplifikation  der  Plasmide  wurden  zu  jedem  Ansatz  10  Units  DpnI  (NEB)
zugegeben und für zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Durch diesen Schritt wird methylierte
DNA verdaut, unmethylierte bleibt erhalten. Dadurch werden die Ursprungsplasmide zerstört,
da diese Plasmide in Bakterien vermehrt wurden und deshalb methyliert  sind. Durch PCR
entstandene  DNA-Fragmente  weisen  dagegen  keine  Methylierung  auf.  Nach  dem
Restriktionsschritt sind nur noch funktionelle mutierte DNA-Fragmente enthalten. 10 μl derl der
Ansätze wurden zur Transformation von E. coli DH5α verwendet (Sohr and Engeland 2011).
Da bei  dieser  Vorgehensweise  das gesamte  Plasmid durch PCR amplifiziert  wird,  ist  das
mutierte Insert danach in einen neuen pGL4.10-Vektor umkloniert worden. Somit konnte die
Möglichkeit  einer ungewollten Mutation des Vektorrückgrates im Laufe der Quickchange-
PCR ausgeschlossen werden (Sohr and Engeland 2008).
3.4.3. Eigene Oligonukleotide 
Alle  neu hergestellten  Oligonukleotide  wurden von der  Firma INVITROGEN (Karlsruhe)
synthetisiert. 
Folgende Primer wurden für die  Klonierung der  cDNAs und Promotorkonstrukte  genutzt,
Restriktionsenzymschnittstellen  und  mutierte  Bindungsstellen  sind  markiert  und
ausgewiesen.
Klonierungsprimer
TMPO prom for: 5’- CGG GGT ACC GTC ATG GTC CTT TGC CTC TC - 3’ (KpnI)
TMPO prom rev: 5’- CAT GCC ATG GCT CGG GGA TCT GCG AAG C – 3’ (NcoI)
TMPO_prom_for_copy:  5’-  CGG  GGT ACC AGG ATT CTT GCG GGT GGT GG -3’
(KpnI)
TMPO_prom_rev_copy:  5’-  CAT  GCC ATG GGG CAG CGT CAC ATT GTT GG -3’
(NcoI)
TMPO cDNA for: 5’ – CGG GTA CCA TGC CGG AGT TCC TGG AAG – 3’(KpnI)
TMPO alpha cDNA rev: 5’ – CCG CTC GAG CTA GTG TTT ATT TCC ACG CTT TTT –
3’(XhoI) 
TMPO beta cDNA rev: 5’ – CCG CTC GAG TCA GTT GGA TTT TCT AGG GTC AAC –
3’ ( XhoI)
TMPO cDNA for mit Flag-Tag: 5’ – CGG  GGT ACC ATG GAT TAC AAG GAC GAT
GAC GAT AAA ATG CCG GAG TTC CTG GAA G – 3’ ( XhoI)
TMPO_Prom_Intron1  for:  5`-  CGG  GGT ACC CGT GGA ATT CGG CGC GTT C -3`
KpnI / EcoRI
TMPO_Prom_Intron1 rev: 5`- CAT GCC ATG GAA TAT GTG GGG AAA ACG CAA TCC
-3´ NcoI
TMPO_Prom_Intron1 rev Zwei: 5’- CAT GCC ATG GGA CCA ACT TGG AGA AAC CCC
G -3’ NcoI
KIF23 Prom for: 5´-CGG GGT ACC GAC CCA GGG AAA GCT GTC C -3´ ( KpnI)   
KIF23 Prom rev: 5´- CAT GCC ATG GGG CAG CAG GCT CCA C -3´ (NcoI)
KIF23_prom_copy_for: 5´- CGG GGT ACC AAG GCT TCT CTG AGG CAC TT -3´ (KpnI)
KIF23_prom_for_2: 5’- CGG GGT ACC ATT GGC CAA GGA CAT TGT GAC TAT CC -
3’ (KpnI)
KIF23_prom_rev_2: 5’- CAT GCC ATG GCA GCA GGC TCC ACG CC - 3’ (NcoI)
KIF23 Prom9G -809 bp for: 5´- CGG GGT ACC TGG CCA ATA TGG TGA AAC CTC-3´
(KpnI)
KIF23 Prom9G Seq rev: 5´- CTC TGG CTC CCA AGT CAC ACA CA-3´ 
Mutageneseprimer 
TMPO Prom fl mut vord_E2F for: 5`- GTT AAG TTC GAG CGT TTT CCA TCT TTA TTA
AC -3` (vordere E2F-Mutation (von GC zu AT))
TMPO Prom fl mut vord_E2F rev: 5`- GTT AAT AAA GAT GGA AAA CGC TCG AAC
TTA AC -3` (vordere E2F-Mutation (von GC zu AT))
TMPO Prom fl mut hint_E2F for: 5`- GAA ATG AGG AAA TTC CAT CCT TTT TAT ACT
TTT GC -3` (hintere E2F-Mutation (von GC zu AT))
TMPO Prom fl mut hint_E2F rev: 5`- GCA AAA GTA TAA AAA GGA TGG AAT TTC
CTC ATT TC -3` (hintere E2F-Mutation (von GC zu AT))
KIF23 Mut Primer for: 5`- GGCGCTGATTGGCCCGTGCATAATGCGCCAGGCGGG-3`
(TTTGAA-CHR-Mutation)
KIF23 Mut-Primer rev:  5'- CCC GCC TGG CGC ATT ATG CAC GGG CCA ATC AGC
GCC -3' (TTTGAA-CHR-Mutation)
Sequenzierprimer 
TMPO alpha Seq-Primer rev: 5’- ATA ATA TCT GTG TTG CCT CCC -3’
TMPO alpha Seq-Primer for: 5’ - AGA TAC AGT GAC AAT GAA GAA GG -3’
TMPO Promotor Seq-Primer for: 5’ - TAGC AAT GTA GAA AGC AGG C -3’
TMPO Promotor Seq-Primer rev 5’ - CGA ATT CCA CGC CAG TGT G -3’
pGL4.10 for: 5`-TAG CAA AAT AGG CTG TCC-3` 
pGL4.10 rev: 5`-TCT TAA TGT TTT TGG CAT C-3` 
T7 for: 5`-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3` 
pcDNA3.1 rev: 5`-GCC TGC TAT TGT CTT CCC AAT C-3` 
pGL4 rev neu: 5'- TGG CTT TGT GCA GCT GCT CG -3'
3.5. Transfektionen und Luciferase-Reportergen Assays 
Die  Transfektionen  von Kontroll-siRNA (mittlerer  GC-Anteil,  Invitrogen)  und validierter
Stealth® p53 siRNA von Invitrogen  (VHS40367)  wurden  in  Konzentration  von 100 nM
wurden  mit  dem  DharmaFECT-1-Transfektions-Reagenz  von  Dharmacon  in  1:1000-
Verdünnung nach Herstellerprotokoll durchgeführt und die Zellen nach 48 Stunden geerntet
(Fischer et al. 2013; Sohr and Engeland 2011).
Um die p53- und p21-abhängige Promotoraktivität zu messen, wurden HCT116- und SaOS-
2-  Zellen  verwendet.  Die  Promotorreporter-Assays  wurden  in  Mehrfachbestimmung
durchgeführt (Böhlig et al. 2008).
Die exponentiell wachsenden Zellen wurden zunächst in einer Dichte von 75,000  Zellen pro
Well in 0,5ml Medium in den 24-Well-Platten ausgesäht. Sie wurden über Nacht in Kultur
gehalten,  bevor  sie  mittels  Lipofektion  mit  dem  FuGENE  6  Kit  von  Promega  nach
Herstelleranleitung transfiziert wurden (Krause et al. 2000).
Die  verwendeten  Zellen  wurden  mit  200  ng  Promotor-Reporter-Konstrukt  kotransfiziert,
dabei wurden 25 ng Wildtyp- oder Mutanten-p53 oder p21-Expressionsplasmid und 25 ng
promotorlosese  pGL4.70hRluc  als  Leerkontrolle  pro  Platte  in  24-Well-Platten  verwendet
(Sohr and Engeland 2008).
Die  Menge  an  DNA wurde  in  den  Experimenten  konstant  gehalten,  indem  sie  mit  dem
pcDNA3.1/HisC-Vektor  von  Invitrogen  adjustiert  wurde.  Die  Qualität  und  Quantität  von
unabhängigen DNA-Präparationen wurde mittels Photometrie und auf Agarose-Gels getestet.
Die Zellen wurden 24 Stunden nach Transfektion geerntet indem sie mit 100 ml pro Well
Lyse-Puffer von Promega nach Herstellerprotokoll lysiert wurden.
Die  Luciferase-Aktivität  wurde  mit  dem  Dual-Luciferase-Reporter-Assay-System  von
Promega  nach  Herstellerprotokoll  gemessen.  Die  firefly  Luciferase-Aktivität  wurde  zur
Renilla-Luciferase-Aktivität  normalisiert  und relative  Lichteinheiten  (relative  light  units  –
RLU) ermittelt, um die Variabilität in der Transfektionseffizienz auszugleichen (Fischer et al.
2013; Krause et al. 2000).
Um  die  zellzyklusabhängige  Promotor-Aktivität  zu  testen,  wurden  NIH3T3-
Mausfibroblasten-Zellen in 12-Well-Platten mit 19,000 Zellen pro Well ausgesät. Nach 24
Stunden wurden die Zellen mit den jeweiligen pGL4-Promotor-Konstrukten transfiziert. Der
Transfektionsansatz  bestand  aus  0,2µg Promotor-Reporter-Plasmid  (in  pGL4.10),  0,02 µg
Renilla-Luciferase-Plasmid (in pGL4.10), 1,5µl GeneJuice® von Merck (Darmstadt) und 60
µl DMEM ohne FCS. Nach der Restimulation mit 20%-igem FCS in DMEM wurden die
Zellen  zu bestimmten  Zeitpunkten  gesammelt  und mit  200 µl  pro Well  Luciferase-Lyse-
Puffer von Promega lysiert und bei -80 °C gelagert (Fischer et al. 2013).
3.6. Durchflusszytometrie / FACS – Analysen 
Die Zellen (HFF) wurden geerntet,  zweimalig mit PBS/EDTA in einer Konzentration von
1mM gewachsen und dann mit 75%-igem Ethanol in PBS/EDTA über mindestens 12 Stunden
bei  4°  Celsius  fixiert.  Dann  wurden  die  Zellen  zentrifugiert  und  in  1  ml  PBS/EDTA
resuspendiert,  welches  50  µg/ml  RNase  A  von  Sigma  enthielt.  Die  Zellen  wurden  mit
Propium-Iodid von Sigma in einer Konzentration von 60 µg/ml markiert. Dann wurden sie
durch einen 35 µm-Poren-Filter von Falcon gepresst.  Die Durchflusszytometrie  wurde mit
dem  LSR-II-Instrument  von  Becton  Dickinson  durchgeführt,  die  Datenanalyse  mittels
WinMDI 2.9 Software gemacht (Fischer et al. 2013).
4. Ergebnisse 
4.1. Thymopoietin 
4.1.1. Verringerte RNA-Expression nach Aktivierung von p53 
Zunächst sollte untersucht werden, wie die TMPO-Expression sich nach Aktivierung von p53
auf RNA-Ebene verhält. Es wurden die in Material und Methoden genannten Primer genutzt,
um isoformspezifisch den Einfluss von p53 in Echtzeit-RT-PCR-Messungen zu erkennen. Für
jedes Isoform-spezifische Primerpaar wurden anschließend die Echtzeit-RT-PCR-Bedingungen
optimiert,  so dass  definitiv  nur die gewünschte  Isoform amplifiziert  wurde.  Die Identität  der
Produkte wurde durch Sequenzanalysen bestätigt. 
Da sich TMPO beta und gamma in der Sequenz sehr ähneln, konnte für die gamma-Variante
kein  eigenständiger  Primer  hergestellt  werden.  So  wurden  die  Beta-Variante  und
Beta+Gamma-Variante  untersucht.  Abbildung 5 zeigt  den Effekt  von p53 auf die mRNA-
Expression der einzelnen Isoformen. In den DLD-D53-Zellen ließ sich die RNA-Menge aller
TMPO-Isoformen als p53-abhängig zeigen. Bei Induktion von Wildtyp-p53 über 9 Stunden






















Abb. 5: In D53-Zellen mit Wildtyp-p53 findet nach p53-Induktion eine Verringerung der quantitativen
RNA-Menge statt. Auf der X-Achse sind die verschiedenen TMPO-Spleißvarianten in ihrer mRNA-Expression
dargestellt. D53-Zellen mit intaktem p53 und ohne Induktion wurden als „wt nor“, D53-Zellen mit intaktem p53
und nach Induktion wurden als „wt ind“ bezeichnet. D53-Zellen mit mutiertem p53 wurden als „mut nor“ und
„mut ind“ bezeichnet. Bei Induktion von Wildtyp-p53 (wt ind) ist die RNA-Menge von TMPO 9 Stunden nach
p53-Induktion  verglichen  zu  den  uninduzierten  Zellen  vermindert.  Die  uninduzierten  Zellen  wurden  als
Basiswert  auf  1  gesetzt.  Auf  der  Y-Achse  sind  die  Faktoren  aufgetragen,  um welche  die  RNA-Expression
vermindert  wurde,  bezogen  auf  den  Basiswert  in  „wt  nor“-  und  „mut  nor“-Zellen.  Die  Faktoren  der
Herunterregulation betrugen nach p53-Wildtyp-Induktion für TMPO α 5,3, für TMPO β 3,8 und für TMPO β+γ
6,66. 
Da die p53-Expression im oben genannten Zellsystem unphysiologisch hoch ist, wurden auch
andere  Zellsysteme untersucht.  Die Kolonkarzinomzelllinie  HCT116 gibt  es als  Linie  mit
intaktem  p53  (+/+)  und  als  Linie  mit  mutiertem  p53  (-/-).  Durch  Zugabe  des  Zellgiftes
Doxorubicin oder des MDM2-Inhibitors Nutlin3 kann vorhandenes p53 auf vergleichsweise
physiologische Art induziert  werden. Für alle  TMPO-Isoformen zeigte  sich die Menge an
RNA  24  Stunden  (für  Nutlin-3)  beziehungsweise  48  Stunden  (für  Doxorubicin)  nach



















Abb. 6: In HCT116-Zellen mit intaktem p53 findet nach Zugabe von Nutlin-3 oder Doxorubicin eine
Verringerung  der  quantitativen  RNA-Menge  von  TMPO-Isoformen  statt. Auf  der  X-Achse  sind  die
verschiedenen TMPO-Spleißvarianten in ihrer RNA-Expression dargestellt.  HCT116-Zellen mit intaktem p53
und ohne Induktion wurden als „+/+ nor“, HCT116-Zellen mit intaktem p53 und nach Nutlin-Zugabe wurden als
„+/+ Nut“ bezeichnet. HCT116-Zellen mit intaktem p53 und nach Doxorubicin-Zugabe wurden als „+/+ Doxo“
bezeichnet. HCT116-Zellen mit mutiertem p53 und ohne Zugabe von Zusätzen wurden als „-/- nor„ bezeichnet,
die mit den Zusätzen induzierten Zellen als „-/- Nut“ und „-/- Doxo“ respektive. Die Zellen, die keine Zusätze
erhielten, wurden als Basiswert auf 1 gesetzt. Auf der Y-Achse sind die Faktoren aufgetragen, um welche sich
die RNA-Expression verglichen mit dem Basiswert in den „+/+ nor“ und „-/- nor“-Zellen geändert hatte.  
Die Faktoren der Herunterregulation nach Nutlin-Gabe in p53-positiven Zellen betrugen 3,6 für TMPO α und β,
und 3,4 für TMPO β+γ. Die Faktoren der Herunterregulation nach Doxorubicin-Zugabe in p53-positiven Zellen
betrugen  5,5  für  TMPO  α und  β und 7,1  für  TMPO  β+γ. (Mittelwerte  und Standardabweichungen  aus 2
unabhängigen Experimenten).
Um auch zu beurteilen,  ob die RNA-Regulation von TMPO an die Anwesenheit  von p53
gebunden ist,  wurden siRNA-Experimente  durchgeführt.  Mittels  p53-inhibierender  siRNA
wurde die Expression von p53 in humanen Vorhautfibroblasten reduziert. Dann wurden die
Zellen  unter  diesen  Maßnahmen  auf  TMPO-RNA-Mengen  in  der  Echtzeit-RT-PCR
untersucht. Damit sollte betrachtet werden, ob TMPO in Abwesenheit von p53 (unterdrückt
durch siRNA) und nach Induktion über 48 Stunden mittels Doxorubicin in seiner Expression
dereguliert ist. Die Ergebnisse zeigen Abbildungen 7 bis 9 für die jeweiligen Spleißvarianten.
Als Positivkontrolle wurde siRNA verwendet, die das Haushaltsgen GAPDH als Ziel hat und
dieses inhibiert, und als Negativkontrolle wurde siRNA verwendet, die kein bekanntes Ziel in
der Zelle hat.
Dabei  zeigte  sich,  dass  die  Herunterregulation  der  RNA-Expression  von TMPO von p53
abhängig ist, da es in Abwesenheit von p53 und bei Zellstress durch Doxorubicin zu einer
Erhöhung der RNA-Menge kommt, im Gegensatz zu den vorherigen Experimenten,  die in
Anwesenheit von p53 eine Herunterregulation zeigten. Die Kontrollen zeigten diese Faktoren
in ihrer Ausprägung nicht.


















































Abb. 7 bis 9: Das Unterdrücken der Expression von p53 führt zu einer Zunahme der RNA-Mengen aller
TMPO-Spleißvarianten in HFF-Zellen.   Auf der X-Achse sind die verschiedenen siRNAs aufgeführt.  Als
Positivkontrolle wurde „control siRNA“ verwendet, als Negativkontrolle „mock siRNA“. Als Basiswert wurden
„normale“ HFF-Zellen genutzt, die mit den jeweiligen siRNAs behandelt wurden, aber kein Doxorubicin als
Zugabe erhielten, der Wert wurde auf 1 gesetzt. Die RNA-Mengen aus den mit Doxorubicin behandelten Zellen
sind  violett  dargestellt.  Die  RNA-Expression  aller  3  Spleißvarianten  wurde  als  Faktoren  bezogen  auf  den
Basiswert dargestellt. Bei Zugabe von Doxorubicin kommt es nach 48 Stunden zu einer Steigerung der RNA-
Mengen um den Faktor  4 bis 5 relativ  zum Basiswert.  Die Positiv-  (control  siRNA) und Negativkontrollen
(mock siRNA) zeigten keine bis geringe Effekte für TMPO beta und gamma, und eine Hochregulation um den
Faktor 2,8 für TMPO α.
4.1.2. Hohe RNA-Expression im Zellzyklus-Verlauf
Die Funktion von TMPO als Protein und die Regulation durch p53 legte nahe, dass auch eine
Regulation im Zellzyklus stattfindet. Auch hierbei sollten die verschiedenen Isoformen von
TMPO in  ihrer  Zellzyklus-Expression  untersucht  werden,  und herausgefunden  werden,  in
welcher Phase des Zellzyklus TMPO seine maximale Expression erreicht.  Die verwendete
Zelllinie war die der humanen Vorhautfibroblasten. Sie sind nicht transformiert oder kanzerös
verändert,  außerdem können durch Serumentzug in die  G0-Phase des Zellzyklus gebracht
werden (Wasner et al. 2003).
Nach dem Hungern mittels Serumentzug wurden die Zellen zum synchronen Durchlaufen des
Zellzyklus restimuliert und zu bestimmten Zeiten nach der Restimulation RNA und Protein
extrahiert und nachfolgend analysiert.
Im  Verlauf  des  Zellzyklus  änderte  sich  die  RNA-Expression  aller  TMPO-Isoformen.  Sie
zeigen  eine  maximale  Expression  in  der  S-  und  G2/M-Phase.  Alle  drei  Versuchsreihen
zeigten für alle drei untersuchten TMPO-Formen eine Hochregulation der RNA-Menge im
Zellzyklus,  in  drei  unabhängigen  Zellzyklusverläufen,  von  denen  in  dieser  Arbeit
exemplarisch ein Versuch dargestellt wurde. Auf Grund der Verschiedenheit der jeweiligen
Zellzyklusexperimente  konnten  hier  keine  Durchschnittswerte  zwischen  verschiedenen
Experimenten gebildet werden. Dabei fanden sich nach Umrechnung der mRNA-Prozente,
die in Abbildungen 10-12 dargestellt sind, Faktoren der Hochregulation von 22 bis 35 zum
Zeitpunkt von 22 bis 24 Stunden nach Restimulation für alle Isoformen, bezogen auf den 4-
Stunden-Wert, in dem die Zellen noch ruhten. 






























Abb.  10  bis  12:  RNA-Expression  im  Verlauf  des  Zellzyklus. Auf  der  X-Achse  sind  die  Ernte-  und
Messzeitpunkte der HFF-Zellen in Stunden nach Restimulation aufgetragen. Auf der Y-Achse dargestellt ist die
Hochregulation in Prozent der mRNA-Menge. Der 0-Stunden-Wert wurde auf 100% gesetzt und die mRNA-
Mengen der anderen Zeitpunkte dazu relativ dargestellt. Hierbei gilt: G0 = 0/4h, G1 = 12h, S = 20h, G2/M =
22/24h. Im Verlauf des Zellzyklus steigt die mRNA-Menge aller TMPO-Isoformen. 
4.1.3. Proteinexpression abhängig von p53 und Zellzyklus 
Um zu untersuchen, ob sich die Ergebnisse der RNA-Untersuchungen auch auf Proteinebene
widerspiegeln, also aus den quantifizierten RNA-Mengen auch quantifizierbares Protein wird,
wurden  WesternBlot-Experimente  mit  spezifischen  Antikörpern  gemacht.  Es  wurden  die
Proteinextrakte  derselben  Zellen  genutzt,  mit  deren  RNA  die  RealTime-RT-PCR-
Experimente durchgeführt wurden. 
Zur Kontrolle wurden p53 und beta-Actin Antikörper genutzt. Auch wenn der verwendete
Antikörper unspezifische Banden zeigte,  konnte für die TMPO-α-Bande bei 75 kiloDalton
(siehe Abbildung 13) eine Verringerung der Proteinmenge 72 Stunden nach p53-Expression
über Doxorubicin im HCT116-Zellsystem festgestellt werden. Für das D53-Zellsystem ließ
sich  dieser  Effekt  nicht  nachweisen.  Für  TMPO  β und  γ konnten  mit  dem  genannten
Antikörper keine verlässlichen Aussagen bezüglich der Proteinexpression getroffen werden.
Abb. 13. P53-Induktion mittels Doxorubicin über 72 Stunden führt zu einer Abnahme der Proteinmenge
von TMPO α.  Oben links sind die Molekulargewichte in kiloDalton aufgetragen. Oben rechts dargestellt sind
die Molekulargewichte von TMPO α bei 75, β bei 51 und γ bei 39 kiloDalton. Mittig sind die Proteinextrakte
dargestellt: Die D53-Zellen D53wt nor (= normal, uninduziert) und D53wt ind (= induziert), und die HCT116-
Zellen mit (+/+) und ohne (-/-) intaktes p53 sowie die Dauer der Doxorubicin-Exposition (48 oder 72 Stunden).
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Für TMPO β und γ lässt sich mit diesem Antikörper keine Aussage treffen, da er auch unspezifische Proteine im
Bereich der interessierenden Molekulargewichte detektiert, die das Signal überstrahlen. 
Analog zu den siRNA-Experimenten im HFF-Zellsystem wurde der Proteinextrakt der Zellen
genutzt  (siehe Abbildung 14). In den Positiv- und Negativ-Kontrollexperimenten (control-
und mock-siRNA) konnte  ein  leichter  Repressions-Effekt  der  Proteinmenge  für  TMPO  α
nach  Doxorubicin-Induktion  festgestellt  werden,  ebenso  zeigte  sich  ein  Anstieg  der
Proteinmenge  bei  der  Anwesenheit  von  p53-siRNA  und  gleichzeitiger  Doxorubicin-
Induktion. 
Diese  Deregulation  der  Proteinmenge  gibt  weitere  Hinweise  darauf,  dass  die  TMPO-
Expression p53-reguliert ist. Für TMPO β und γ konnte man vergleichbare Effekte auf Grund
der oben genannten methodischen Probleme nicht nachweisen.
Abb. 14: Die Proteinmenge von TMPO α ist geringer, wenn p53 ohne p53-inhibierende siRNA induziert
wird,  und größer,  wenn p53 mittels  siRNA inhibiert  wird.   Oben links sind die  Molekulargewichte  in
kiloDalton aufgetragen. Oben rechts dargestellt sind die Molekulargewichte von TMPO α bei 75, β bei 51 und γ
control siRNA   p53 siRNA   mock 
siRNA       normal    Doxo     normal  Doxo   normal  
Doxo












bei 39 kiloDalton. Auf dem Blot sind folgende Proteinextrakte dargestellt: Zuerst GAPDH-inhibierende control
siRNA jeweils ohne (= normal) und mit Doxorubicin-Zugabe (= Doxo), dann p53-inhibierende siRNA jeweils
ohne (= normal) und mit Doxorubicin-Zugabe (= Doxo), und schließlich mock siRNA ohne Ziel in der Zelle
jeweils ohne (= normal) und mit Doxorubicin-Zugabe (= Doxo). Unten dargestellt sind wiederum β-Actin als
Haushaltsgen und p53 zur Verifizierung der Induktion. Für TMPO β und γ lässt sich mit diesem Antikörper nur
eine  eingeschränkte  Aussage  treffen,  da  er  auch  unspezifische  Proteine  im  Bereich  der  interessierenden
Molekulargewichte detektiert, die das Signal überstrahlen. 
Die Proteinextrakte  der im HFF-Zellsystem durchgeführten Zellzyklusexperimente  wurden
ebenfalls  auf  ihre  Proteinmengenexpression  bezüglich  der  TMPO-Spleiß-Varianten
untersucht, auch hier mit der methodischen Einschränkung der TMPO-β-  und –γ-Variante.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 dargestellt. Für TMPO α ist wiederum analog zu den
RNA-Experimenten  ein  Anstieg  der  Proteinmenge  ausgedrückt  durch  die  Zunahme  der
Proteinbanden im Verlauf des Zellzyklus zu beurteilen, der jedoch nur schwach ausgeprägt
ist. 
Abb.  15:  Die  Proteinmenge  von  TMPO  α steigt  im  Zellzyklusverlauf.  Links  am  Blot  sind  die
standardisierten  Molekulargewichte  eingetragen,  rechts  am  Blot  die  Molekulargewichte  für  die  TMPO-
Spleißvarianten.  Unten  sind  die  Ernte-  und  Mess-Zeitpunkte  der  HFF-Zellextrakte  in  Stunden  nach
Restimulation dargestellt. Hierbei gilt: G0 = 0/4h, G1 = 12h, S = 20h, G2/M = 22/24h. Bei TMPO α steigt die














Proteinmenge im Laufe  des  Zellzyklus.  Für  β und  γ ließ sich diesbezüglich auf  Grund der  unspezifischen
Banden keine klare Aussage treffen. Die Proteinbande des Haushaltsgens β-Actin ist unten dargestellt.  
4.1.4. Eingrenzung des durch p53 regulierten Promotorbereichs 
Die  Basis  der  RNA-  und  nachfolgend  der  Proteinexpression  findet  über  das  An-  und
Abschalten  des  zugehörigen  Promotors  zum Gen statt.  Der  Promotorbereich  umfasst  den
Bereich  vor  dem ATG und  auch  das  erste  Intron  kann  regulatorische  Promotorelemente
enthalten. Der Promotor mit Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren und Proteinen, die an
der  Transkription beteiligt  sind,  und dadurch seine Aktivierung oder  Repression führt  zur
Änderung der Transkription von Genen. Um zu betrachten, ob die TMPO-Promotor-Aktivität
durch  p53  und  Zellzyklus  über  mögliche  zwischengeschaltete  Proteine  beeinflusst  wird,
wurden Luciferase-Reportergen-Assays verwendet. 
Die Sequenz des TMPO-Promotors wurde auf potentielle Bindungsstellen für E2F und CHR
untersucht,  zum  damaligen  Zeitpunkt  wurden  in  der  Sequenz  zwei  vordere  (vor  dem
Translationsstart) und zwei hintere (im ersten Intron) E2F-Bindungsstellen gefunden, jedoch
kein CHR-Element.  Die Minuszahlen  beziehen sich auf  den Translationsstart,  das längste
Konstrukt war „TMPO Prom -1763/+870“ (in den Experimenten vereinfacht bezeichnet als
TMPO -1800/+900), welches auch das erste Intron mit einschloss.
Promotorkonstrukte verschiedener Länge und mit gezielter Mutagenese der oben genannten
Bindungsstellen  wurden  auf  ihre  Fähigkeit  untersucht,  die  Luciferase  vom  Plasmid  zur
Expression zu bringen – die Messung wurde über Relative Licht-Einheiten (Relative Light
Units) vollzogen.
Die  Messungen  fanden  statt,  nachdem  p53-negative  HCT116-Zellen  gezielt  mit  den
hergestellten Plasmiden und mutiertem oder aktivem p53-Plasmid kotransfiziert wurden. Der
Leervektor  pGL4.10  wurde  als  Negativ-,  der  CRISPI-Promotor  (dankenswerterweise  von
Gerd Armin Müller  zur Verfügung gestellt),  der  in vorherigen Experimenten  als  reguliert
gezeigt wurde (Dissertation von Gerd Armin Müller, 2007) als Positiv-Kontrolle verwendet. 
Abb.  16:  Schematische  Darstellung  aller  Promotorkonstrukte  für  TMPO  mit  den  putativen  E2F-
Bindungsstellen vor Exon 1 und in Intron 1. LUC steht für Luciferase und damit den Beginn des Plasmids. In
dieser Abbildung sind die Promotorkonstrukte basengenau aufgetragen. Dargestellt sind von oben nach unten:
das  Schema  des  Gesamtpromotors  einschließlich  ATG  im  1.  Exon,  nachfolgend  sieht  man  TMPO  Prom
-1763/ATG (im weiteren vereinfacht  als TMPO Prom -1800/ATG bezeichnet),  TMPO Prom -593/+870 (im
weiteren vereinfacht als TMPO Prom -600/+900 bezeichnet), TMPO Prom -1763/+870 (im weiteren vereinfacht
als TMPO Prom -1800/+900 bezeichnet)  und die Konstrukte TMPO Prom -1763/+307 (im weiteren vereinfacht
als TMPO Prom -1800/+300 bezeichnet)  und TMPO Prom -1763/+647 (im weiteren vereinfacht  als TMPO
Prom -1800/+600 bezeichnet). 
Die  p53-abhängige  Regulation  des  TMPO-Promotors  ließ  sich  gut  eingrenzen,  indem
verschieden lange Konstrukte bezüglich  ihrer Luciferase-Aktivität  gemessen wurden. Man
konnte  einen  Bereich  eingrenzen,  der  sich  über  eine  Sequenz  von  ca.  600  Basenpaaren
aufwärts und ca. 900 Basenpaaren abwärts des ATGs erstreckte, im oben genannten Schema
als  TMPO  Prom  -593/+870  bezeichnet,  in  den  Experimenten  vereinfacht  als  TMPO  -
600/+900.
Es wurden im NCBI Genome Browser in der Sequenz des TMPO-Promotors zwei putative
E2F-Bindungsstellen  400  Basenpaare  vor  dem  ATG  mit  der  Basenfolge  TCCGC  und
GCGCG respektive identifiziert,  zudem wurden 600 Basenpaare nach dem ATG im ersten
Intron  zwei  weitere  mögliche  E2F-Bindungsstellen  mit  der  Basenfolge  TTTCCCGC
respektive TTCCCGC identifiziert. Die E2F-Bindungsstellen im ersten Intron wurden gezielt
mutiert.
Da die  Mitglieder  der  E2F-Familie  als  wichtige  Transkriptionsfaktoren  wirken,  wurde  in
SaOS2-Zellen  auch  das  TMPO-Promotor-Konstrukt  -1800/ATG  mit  den  aktivierenden
Transkriptionsfaktoren E2F1, E2F2 und E2F3 kotransfiziert.
Hierbei zeigte sich eine milde Hochregulation des Promotors unter Zugabe von E2F 1 bis 3,
am stärksten war der Effekt für E2F3 ausgeprägt. Dieser Anstieg ging jedoch nicht über den
Effekt des lacZ-Negativ-Kontrollvektors hinaus, wie in Abbildung 17 dargestellt.
Abb. 17: Das TMPO-Promotorkonstrukt -1800/ATG zeigt eine Änderung der RLUs nach Kotransfektion
mit den aktiverenden Transkriptionsfaktoren E2F1, E2F2 und E2F3. Auf der X-Achse aufgezeichnet sind
das TMPO-Promotorkonstrukt TMPO Prom -1800/ATG und der Leervektor pGl4.10, sowie farbkodiert E2F1
(blau),  E2F2 (violett),  E2F3 (gelb)  und pcDNA lacZ (grün).  Mittelwerte und Standardabweichungen aus 2
unabhängigen Experimenten.
Die zellzyklusabhängige Regulation des Promotors wurde in der Mausfibroblasten-Zelllinie
NIH-3T3 untersucht.  Es  zeigte  sich  für  das  TMPO-Promotorkonstrukt  -1800/ATG wie  in
Abbildung 18 dargestellt  eine Steigerung der Luciferase-Aktivität  im Laufe des Zellzyklus
ausgedrückt durch einen Anstieg in RLUs. Die RLUs schwankten methodisch bedingt stark,
insgesamt zeigte sich jedoch nach Restimulation der Zellen, wenn man G0- und G2/M-Phase



















Abb. 18: Die Promotoraktivität des TMPO-Promotorkonstruktes -1800/ATG steigt im Zellzyklus an. Auf
der  X-Achse  sind  die  Ernte-  und  Messzeitpunkte  der  NIH-3T3-Zellen  in  Stunden  nach  Restimulation
aufgetragen. Auf der Y-Achse dargestellt ist die Hochregulation in RLUs. Es gilt: G0 = 0/4h, G1 = 12h, S =
20h,  G2/M  =  22/24h.  Die  RLUs  schwankten  stark.  Mittelwerte  und  Standardabweichungen  aus  2
unterschiedlichen Experimenten.
Die  p53-abhängige  Regulation  des  Promotors  wurde  mit  verschieden  langen  Konstrukten
untersucht. In Abbildung 19 ist dies dargestellt.  Es zeigt sich für das bereits beschriebene
Konstrukt  TMPO Prom  -1800/ATG kein  eindeutiger  Effekt  bei  Kotransfektion  mit  p53-
Wildtyp  im  Gegensatz  zu  mutiertem  p53.  Das  Konstrukt  zeigt  eine  hohe  Aktivität
ausgedrückt durch die RLUs. Die beiden Konstrukte, die das erste Intron mit einschlossen
(TMPO Prom -600/+900 und TMPO Prom -1800/+900),  zeigten einen Unterschied in der
Aktivität  des Promotors. Es zeigte sich, dass bei Anwesenheit  von Wildtyp-p53 die RLUs
weniger  stark  zu  messen  waren  als  Ausdruck  einer  Herunterregulation  der  betrachteten
Promotorkonstrukte durch p53. Mutiertes p53 zeigte diesen Effekt nicht.
Damit  lässt  sich  der  durch  p53 regulierte  Bereich  des  Promotors  eingrenzen  und hierbei
scheint  das erste  Intron eine  Rolle  zu spielen.  Daher  wurden die  E2F-Bindungsstellen  im

















                             Promotorregulation in HCT116 p53-/- - Zellen
Abb. 19: Das erste Intron ist wesentlich für die p53-abhängige Promotorregulation. Auf der X-Achse sind
die verschiedenen untersuchten Promotorkonstrukte dargestellt,  die entweder mit p53-Wildtyp (p53 wt 72R,
blau) oder mit mutiertem p53 (p53 mut 72R, violett) kotransfiziert wurden, ebenso wie der pGl41.10-Leervektor
als Kontrolle. Auf der Y-Achse sind die RLUs dargestellt. Das Konstrukt TMPO Prom -1800/ATG zeigt keinen
signifikanten Unterschied in den RLUs bei p53-Kotransfektion und ist insgesamt hochaktiv.  Die Konstrukte
TMPO -600/+900 und TMPO -1800/+900 zeigen bei Anwesenheit von Wildtyp-p53 eine Abnahme der RLUs
im  Vergleich  zur  Kotransfektion  mit  mutiertem  p53.  Mittelwerte  und  Standardabweichungen  aus  2
unterschiedlichen Experimenten.
Da  im  ersten  Intron  auch  zwei  putative  E2F-Bindungsstellen  liegen,  wie  weiter  oben
beschrieben, wurden zunächst diese gezielt mutiert, jeweils getrennt voneinander die vordere
und die hintere Bindungsstelle.
Für die Mutagenese-Experimente wurde das TMPO -600/+900–Konstrukt verwendet. Dabei
zeigte  sich  kein  Effekt  in  der  Regulation  des  Promotors,  als  die  vordere  und die  hintere
putative E2F-Bindungsstelle in Intron 1 (bezeichnet als TMPO -600/+900vo oder -vobs und
TMPO -600/+900hi oder -hibs) mutiert waren (siehe Abbildung 20). Deutlich zu sehen ist die












p53 w t 72R
p53 mut 72R
Promotorregulation unter p53 bei Mutation der putativen E2F-Bindungsstellen in Intron 1
Abb. 20: Das Promotorkonstrukt TMPO Prom -600/+900 ist auch nach Mutation der vorderen und der
hinteren  E2F-Bindungsstelle  durch  p53  reguliert. Auf  der  X-Achse  sind  die  verschiedenen
Promotorkonstrukte dargestellt, die mit lacZ als Kontrolle und p53-Wildtyp und mutiertem p53 kotransfiziert
wurden.  Auf  der  Y-Achse  sind  die  RLUs  aufgetragen.  Bei  allen  Promotorkonstrukten  sind  die  RLUs  in
Anwesenheit  von  Wildtyp-p53  deutlich  verringert.  Mittelwerte  und  Standardabweichungen  aus  zwei
unabhängigen Experimenten.
Um p21  als  potentielles  Bindeglied  der  E2F-abhängigen  Promotorregulation  auszutesten,
wurden auch p21-negative HCT116-Zellen  mit  entsprechender  Kotransfektion der TMPO-
Promotorkonstrukte  und  Wildtyp  p21,  als  Negativkontrolle  lacZ,  untersucht.  Hier  wurde
wiederum der durch p21 bereits als reguliert gezeigte CRISPI-Promotor als Positivkontrolle
verwendet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 21 dargestellt.
Es zeigte sich, dass die verschiedenen Promotorkonstrukte von TMPO in Anwesenheit von
p21 in unterschiedlichem Ausmaß reguliert sind. Der Kernpromotor von TMPO (Konstrukte -
600/+900 und -1800/+900) ist unterdrückt bei Anwesenheit von Wildtyp-p21. Eine Mutation
der E2F-Bindungsstellen im ersten Intron hatte keinen Einfluss auf diesen Effekt.
Der  TMPO-Promotor  ohne  das  erste  Intron  (TMPO  -1800/ATG)  zeigt  sich  wiederum
hochaktiv mit hohen RLUs ohne Unterschiede in der Regulation, wie schon in Abb. 19 für
p53  beschrieben. Außerdem  ist  beim  Konstrukt  -1800/+300  ein  Verlust  der



















ausdrückt.  Damit  könnte  man  ein  wesentliches  regulatorisches  Element  auf  den  Bereich
zwischen +300 und +900 Basenpaaren aufwärts des ATG eingrenzen, das aber kein E2F-
Element ist. Die beobachteten Effekte sind im Vergleich zu den hochaktiven Konstrukten wie
dem oben beschriebenen Konstrukt TMPO -1800/ATG und dem bereits zuvor beschriebenen
CRISPI-Promotor gering.
Promotorregulation unter p21 bei Mutation der putativen E2F-Bindungsstellen
Abb.  21:  In  HCT116  p21-/-  -  Zellen  kommt  es  bei  Kotransfektion  von  p21  zu  einer  Änderung  der
Expression  verschiedener  TMPO-Promotorkonstrukte. Auf  der  X-Achse  sind  die  verschiedenen
Promotorkonstrukte  jeweils  unter  Kotransfektion  mit  p21-Wildtyp  (blau)  und  lacZ  (violett)  dargestellt.
Untersucht wurden (von links nach rechts) der pGL4.10-Leervektor, und die Promotorkonstrukte TMPO -1800/
ATG, TMPO -600/+900, TMPO -1800/+900, TMPO -1800/+300 und die E2F-Mutanten TMPO -600/+900 vobs
für die vordere Bindungsstelle und TMPO -600/+900 hibs für die hintere Bindungsstelle, sowie der CRISPI-
Promotor.  Auf der y-Achse sind die Relative Light Units (RLUs) aufgetragen. Der TMPO-Promotor ohne das
erste Intron (TMPO -1800/ATG) zeigt sich wiederum hochaktiv mit hohen RLUs ohne Unterschiede in der
Regulation, wie schon in Abb. 19 für p53 beschrieben.  Der Kernpromotor von TMPO (Konstrukte -600/+900
und -1800/+900) zeigte eine Verringerung der RLUs im Vergleich zu lacZ bei Anwesenheit von Wildtyp-p21.
Bei  Mutation  der  E2F-Bindungsstellen  (vobs/hibs)  zeigte  das  -600/+900-Konstrukt  immer  noch  eine
Verringerung der RLUs bei Anwesenheit von p21. Jedoch ist beim Konstrukt -1800/+300 im Gegensatz dazu
eine Steigerung der RLUs bei Anwesenheit von p21 zu beobachten. Der CRISPI-Promotor zeigt eine deutliche






























Somit  ließ  sich  für TMPO auf  verschiedenen Ebenen eine  Regulation  durch  p53 und im
Zellzyklus darstellen,  wenn auch die Promotorstudien und Mutagenese-Experimente  keine
eindeutigen Ergebnisse erbrachten. Da sich in nachfolgenden Studien neue Gesichtspunkte
bezüglich  möglicher  Mutationsziele  ergaben  und  TMPO  als  p53-DREAM-Zielgen
identifiziert  wurde  (Fischer  et  al.  2016),  sind  weiter  unten  kurz  vergleichende
Sequenzanalysen aufgeführt, die die Bedeutung weiterer Mutagenese-Experimente für TMPO
untermauern. In allen untersuchten TMPO-Promotor-Konstrukten ist das CHR-Element, wie
in  Abb.  24  beschrieben,  in  der  Sequenz  gewesen.  Die  in  dieser  Arbeit  mutierten  E2F-
Bindungsstellen und denen, die in Abb. 22 und 23 durch phylogenetische Analysen gezeigt
wurden,  stimmten  nicht  überein.  In  der  Diskussion  werden  diese  und  andere  neue
Entwicklungen zu TMPO weiter ausgeführt und zusammengefasst.
4.1.5. Sequenzanalysen und Phylogenetik 
Mittels  vergleichender  Sequenzanalysen  betrachteten  wir,  ob  der  TMPO-Promotor  andere
Promotorelemente  als  die  ursprünglich  untersuchten  putativen  E2F-Elemente  besitzt.  Die
unten  aufgelisteten  Elemente  scheinen  funktionell  relevant  zu  sein,  da  sie  über  mehrere
Spezies  von  Vertebraten  hinweg  konserviert  sind.  Durch  genomübergreifende
Sequenzanalysen konnte nachträglich gezeigt werden, dass TMPO ein p53-DREAM-Zielgen
ist und ein CHR-Element besitzt (Fischer et al. 2016).
Die E2F-Bindungsstellen fanden sich jeweils 11 Basenpaare vor und 932 Basenpaare nach
dem Transkriptionsstart. Das CHR fand sich 113 Basenpaare vor dem Transskriptionsstart.
Die  Sequenz  des  CHRs  ist  TTTAAA,  eine  kanonische  CHR-Bindungsstelle,  so  wie  der
Cyclin-B1-Promotor (Fischer et al. 2016; Krause et al. 2000). 
Die  Sequenzen  sind  übersichtsartig  unten  dargestellt  (targetgenereg.org,  UCSC  genome
browser). 
Abb.  22: E2F-Bindungsstelle  CCGCAA  11  Basenpaare  vor  dem  Transkriptionsstart,  konserviert  in
Menschen, Rhesusaffen und Mäusen. Unten sind jeweils die untersuchten Spezies aufgetragen (human, rhesus
monkey, mouse, dog, elephant, chicken). Blau unterlegt ist die bei Menschen, Rhesusaffen und Mäusen gleiche
Sequenz CCGCAA, bei Hund, Elefant und Huhn ist die Sequenz nur teilweise konserviert. Grün dargestellt sind
die Übereinstimmungen mit verschiedenen Wirbeltieren. Mittig sind die TMPO-Spleißvarianten verschiedener
Spezies einschließlich der humanen (insgesamt 5) und der Transkriptionsstart dargestellt, oben die Aminosäure
und die Genomsequenz.
Abb. 23: E2F-Bindungsstelle TTCCCGC 962 Basenpaare nach dem Transkriptionsstart, konserviert in
Menschen,  Rhesusaffen,  Hunden,  Elephanten  und Mäusen. Unten sind jeweils  die untersuchten Spezies
aufgetragen (human, rhesus monkey, mouse, dog, elephant, chicken). Blau unterlegt ist die bei den betrachteten
Spezies  gleiche  Sequenz  TTCCCGC.  Grün  dargestellt  sind  die  Übereinstimmungen  mit  verschiedenen
Wirbeltieren.  Mittig  sind  die  TMPO-Spleißvarianten  verschiedener  Spezies  einschließlich  der  humanen
(insgesamt 5) und der Transkriptionsstart dargestellt, oben die Genomsequenz.
Abb. 24: CHR-Bindungsstelle TTTAAA und die CCAAT-Boxen vor dem Transkriptionsstart, konserviert
in Menschen, Rhesusaffen und Mäusen.  Beim Hund sieht man ein anderes kanonisches CHR (TTGAAA).
Unten sind jeweils die untersuchten Spezies aufgetragen (human, rhesus monkey, mouse, dog). Blau unterlegt ist
die bei Menschen, Rhesusaffen und Mäusen gleiche Sequenz TTTAAA und die beim Hund ähnliche Sequenz
TTGAAA. Grün dargestellt sind die Übereinstimmungen mit verschiedenen Wirbeltieren. Mittig rechts ist der
Transkriptionsstart  mit  den  TMPO-Spleißvarianten  verschiedener  Spezies  einschließlich  der  humanen
(insgesamt 5) und der Transkriptionsstart dargestellt, oben die Genom- und die Aminosäuresequenz.
4.2. Kinesin Family Member 23  
Die  Ergebnisse  der  hier  durchgeführten  Experimente  konnten  publiziert  werden,  zur
Verdeutlichung werden hier teilweise die Rohdaten gemeinsam mit den publizierten Daten
gezeigt. Im Anhang findet sich die Originalpublikation mit dem Nachweis der Co-Autoren.
Die in den Ergebnissen dargestellten Tabellen und Grafiken wurden vom Autor erhoben und
sind im Co-Autoren-Nachweis hinterlegt. Darüber hinaus gehende Ergebnisse werden in der
Diskussion behandelt (Fischer et al. 2013).
4.2.1. RNA-Expression abhängig von p53 und dem Zellzyklus
Bei der Suche nach neuen p53-Zielgenen sollte auch für das interessierende Kandidatengen
KIF23 untersucht werden, wie die Expression sich nach Aktivierung von p53 auf RNA-Ebene
verhält.  Es  wurden  die  in  Material  und  Methoden  genannten  Primer  genutzt,  um
isoformspezifisch den Einfluss von p53 in Echtzeit-RT-PCR-Messungen zu erkennen. 
Die Daten zeigen in den DLD-D53-Zellen mit Wildtyp-p53 eine stark verminderte Expressi-
on der mRNA 9 Stunden nach Induktion von p53 (siehe Abbildung 25). Dies ist bei der mu-












Abb. 25: Die mRNA-Mengen von KIF23 verringern sich in Anwesenheit von p53 9 Stunden nach Indukti-
on. Auf der X-Achse ist die KIF23-mRNA-Menge aufgetragen, jeweils in induzierten (D53 ind, violett) und un-
induzierten DLD-D53-Zellen (D53 nor). Auf der Y-Achse ist der Faktor aufgetragen, um den die mRNA-Menge
bezogen auf den D53-nor-Wert verringert war. Hier wurde ein Primer verwendet, der beide Isoformen detek-
tiert. Der aus zwei Experimenten gemittelte Faktor zeigte eine Repression um das 9-fache im Vergleich zu unin-
duzierten Zellen.
Abb. 26: Die KIF23-mRNA-Mengen sind für beide Isoformen bei Anwesenheit von induziertem Wildtyp-
p53 verringert. Auf der linken Seite sind auf der X-Achse für KIF23(KIF23 variant 1+2 mRNA) die mRNA-
Mengen bei induziertem (dunkelgrau) und uninduziertem (hellgrau) p53, jeweils als Wildtyp und Mutante, auf-
gelistet. Auf der Y-Achse ist der Faktor (fold change) aufgelistet, um welchen sich die mRNA-Menge bezogen
auf das uninduzierte Zellsystem verringerte. Auf der rechten Seite sind auf der X-Achse für die verschiedenen
KIF23-Spleißvarianten und für beide Varianten gemeinsam die mRNA-Mengen bei induziertem (dunkelgrau)
und uninduziertem (hellgrau) p53-Wildtyp aufgelistet. Auf der Y-Achse ist der Faktor (fold change) aufgelistet,
um welchen sich die mRNA-Menge bezogen auf das uninduzierte Zellsystem verringerte. Es wurden drei unab-
hängige Experimente durchgeführt (Fischer et al. 2013).
Da im DLD-D53-Zellsystem p53 in großen Mengen überexprimiert wird, wurden auch hier
die  HCT116-Zellen  als  vergleichsweise  physiologisches  p53-Induktions-Modell  untersucht
(Bunz et al. 1998).
Die KIF23-mRNA-Expression wurde wieder mittels RT-PCR bestimmt, jeweils vor und nach
der  Induktion  von p53 mittels  Nutlin-3  oder  Doxorubicin.  Die  mRNA-Level  waren  nach
Zugabe von Doxorubicin 48 Stunden nach Induktion deutlich in den p53-positiven HCT116-
Zellen  herunterreguliert.  Ebenso  war  24  Stunden  nach  Nutlin-3-Zugabe  eine
Herunterregulation zu sehen. Diese Effekte sind in Abbildung 27 dargestellt.
In den p53-negativen HCT116-Zellen war dieser Effekt nicht zu sehen, wobei Nutlin-3 zu
gleichbleibenden mRNA-Mengen und Doxorubicin sogar zu leicht hochregulierten mRNA-
Mengen führte. Die beiden Spleißvarianten von KIF23 zeigten analoge Regulationen.
Abb.  27:  In HCT116-Zellen,  die intaktes  und induzierbares p53 besitzen  (HCT +/+),  ändert  sich die
mRNA-Menge von KIF23. Auf der X-Achse sind die mRNA-Mengen für KIF23 in HCT-p53-positiven (HCT
+/+) und HCT p53-negativen (HCT -/-) Zellen nach Zugabe von Nutlin-3 (purpur) und Doxorubicin (beige)
sowie ohne Zugabe von Zusätzen aufgelistet.  Auf der Y-Achse ist der Faktor aufgetragen,  um den sich die
Expression  bezogen auf  die  „normalen“  HCT-Zellen  ohne Zugabe  von Doxorubicin  oder  Nutlin-3  änderte.
Dabei  ist  die  KIF23-mRNA-Menge im Mittelwert  um den  Faktor  5,5  für  Nutlin  und 7,6  für  Doxorubicin
verringert. Für die HCT116-Zellen, deren p53 mutiert ist (HCT -/-), zeigt sich für Nutlin lediglich eine leichte
Herunterregulation von 1,5 und für Doxorubicin eine Hochregulation um den Faktor 1,4. Hier wurden Primer

















Abb. 28: Beide KIF-Spleißvarianten ändern ihre mRNA-Expression bei Anwesenheit von Nutlin-3 und
Doxorubicin. Auf der X-Achse sind für KIF-23-Variante 1, 2 und beide Varianten gemeinsam (variant 1+2) die
mRNA-Mengen in  p53-positiven  (+/+)  und p53-negativen  (-/-)  HCT116-Zellen  unter  Zugabe  von Nutlin-3
(mittelgrau) oder Doxorubicin (dunkelgrau) im Vergleich zur Kontrolle ohne Zusätze (hellgrau) aufgetragen.
Auf der Y-Achse ist der Faktor („fold change“) aufgetragen, um den sich die mRNA-Expression der KIF23-
Varianten bezogen auf die Kontrolle („control“) änderte. Die p53-positiven Zellen (+/+) zeigen nach Zugabe
von Nutlin-3 und Doxorubicin für 24 respektive 48 Stunden eine Herunterregulation um den Faktor 7,7 (Nutlin)
und 14,3 (Doxorubicin) für Spleißvariante 1 und 5,6 (Nutlin-3) und 14,3 (Doxorubicin) für Spleißvariante 2.
Die p53-negativen Zellen (-/-) zeigen diese Änderungen ihrer KIF-mRNA-Expression nicht. Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhängigen Experimenten (Fischer et al. 2013).
Seguin et al. hatten bereits die Zellzyklusregulation von KIF23 gezeigt (Seguin et al. 2009).
Allerdings wurde nicht  untersucht,  ob beide Spleißvarianten  gleichermaßen im Zellzyklus
reguliert werden. Daher wurden humane Vorhautfibroblasten mittels Serumentzug gehungert
und  dann  unter  Zugabe  von  neuem  Serum  restimuliert,  damit  sie  synchronisiert  den
Zellzyklus  durchlaufen.  Die  definierten  Erntezeitpunkte  wurden  den  jeweiligen
Zellzyklusphasen zugeordnet. Zur Stunde 0 befanden sich fast alle Zellen in der G0-Phase,
nach 12 Stunden waren die meisten Zellen in der G1-Phase, nach 20 bis 22 Stunden befanden
sie sich in der S-Phase und nach 24 bis 26 Stunden in der G2/M-Phase. Es zeigte sich eine
Hochregulation im Zellzyklus für beide Spleißvarianten mit dem Maximum der Expression in
der G2/M-Phase. Die KIF23-Spleißvariante 2 zeigte eine deutlichere Steigerung der mRNA-
Expression.
Abb. 29: Die KIF23-mRNA-Expression beider Spleißvarianten erreicht ein Maximum 24 Stunden nach
Restimulation von HFF-Zellen.  Humane Vorhautfibroblasten wurden zu den auf der X-Achse aufgetragenen
Zeitpunkten geerntet. Das Maximum der mRNA-Expression von KIF23 ist in der G2/M-Phase. G0 entspricht 0
Stunden, G1 entspricht 12 Stunden, S entspricht 20 Stunden, G2/M entspricht 24 Stunden. Auf der Y-Achse ist
der  Faktor  aufgetragen,  um den sich die mRNA-Menge steigerte,  bezogen auf den 0-Stunden-Zeitpunkt.  In
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Abb. 30. Das Maximum der KIF23-mRNA-Expression liegt für beide Spleißvarianten in der G2/M-Phase
des Zellzyklus. Auf der X-Achse sind die Erntezeitpunkte im Zellzyklus für KIF23-Spleißvariante 1 („variant
1“),  -Spleißvariante  2 („variant  2“)  und beide Spleißvarianten  („variant  1+2“)  aufgetragen.  G0 entspricht  0
Stunden, G1 entspricht 12 Stunden, S entspricht 20 Stunden, G2/M entspricht 24 Stunden. Auf der Y-Achse ist
der Faktor („fold change“) aufgetragen, um den sich die mRNA-Menge steigerte, bezogen auf den 0-Stunden-
Zeitpunkt. In diesen Zellzyklusexperimenten betrugen die Faktor der mRNA-Mengen-Steigerung 12 bis 22 in
der  G2/M-Phase.  Mittelwerte  und  Standardabweichungen  aus  2  Wiederholungen  mit  mRNA-Extrakten  des
gleichen Zellzyklusexperimentes (Fischer et al. 2013).
4.2.2. Protein-Expression abhängig von p53 und dem Zellzyklus
Um zu untersuchen, ob sich die Veränderungen der mRNA-Mengen im Zellzyklus und bei
Aktivierung von p53 auch auf Proteinebene niederschlagen, wurde die Proteinexpression von
KIF23 in Western-Blot-Experimenten mit  spezifischen Antikörpern genauer betrachtet.  Es
wurden  die  Proteinextrakte  derselben  Zellen  genutzt,  mit  deren  mRNA die  LightCycler-
Experimente durchgeführt wurden. 
Zur  Kontrolle  wurden p53-,  p21-,  GAPDH- und  β-Actin  Antikörper  genutzt.  Die KIF23-
Proteinbanden sind entsprechend der  beiden Spleißvarianten  Doppelbanden mit  ähnlichen
Molekulargewichten von um 110 kiloDalton (Neef et al. 2006).
Die Induktion von p53 führte zu einer Verringerung der Proteinmenge von KIF23.
Im D53-Zellsystem führte die gesteigerte p53-Expression zu einer deutlichen Verringerung
der  Proteinmenge  im  Western-Blot,  während  die  Expression  der  mutierten  p53-
Expressionsvariante diesen Effekt nicht zeigte (siehe Abbildungen 31 und 33). 
Die p21-Proteinmengen als Positivkontrolle steigerten sich analog bei der Induktion von p53.
Β-Actin  als  Haushaltsgen  zeigte  keine  nennenswerte  Regulation  unter  den  genannten
Bedingungen  und  diente  weiterhin  als  Kontrolle  der  Proteinmengen.
Abb. 31: Neun Stunden nach Induktion der ektopen p53-Expression über das p53-Plasmid zeigt sich eine
Verringerung der Proteinmenge von KIF23 in D53-Zellen mit  intaktem p53,  ausgedrückt  durch eine
schwächere Proteindoppelbande. Oben aufgetragen sind die Proteinextrakte, die für den WesternBlot genutzt
wurden: Links aufgetragen sind  die Proteinextrakte der „D53wt“-Zellen mit intaktem p53 jeweils ohne („nor“)
und mit 9 Stunden Induktion von p53 („9h ind“). Rechts aufgetragen sind die Proteinextrakte der „D53mut“-
Zellen mit mutiertem p53 jeweils ohne („nor“) und mit 9 Stunden Induktion von (in diesem Falle mutiertem)
p53 („9h ind“). Auf der rechten Seite sind die Namen der Proteine aufgetragen, deren Banden zu sehen sind.
Oben steht KIF23, welches 9 Stunden nach Induktion von intaktem p53 („D53wt 9h ind“) eine schwächere
Proteindoppelbande zeigt.  Mittig  stehen p53 und  β-Actin,  unten p21.  Die p53-Proteinbanden nehmen nach
Induktion jeweils an Stärke zu. Mutiertes p53 wird vom Antikörper  ebenfalls erkannt,  induziert  jedoch p21
nicht,  welches nur nach Induktion von intaktem p53 eine stärkere Proteinbande zeigt und in p53- und p21-
negativen Zellen nicht detektiert wird. Β-Actin als Haushaltsgen zeigt gleichbleibende Proteinbanden (Fischer et
al. 2013).
Um  endogene,  physiologischere  Expressionskontrollen  zu  erhalten,  wurden  wiederum
HCT116-Zellen  genutzt.  Hierbei  erfolgte  die  Behandlung  mit  Doxorubicin  über  längere
Zeiträume - nicht nur über 48, sondern auch über 72 Stunden - um einer Akkumulation von
Proteinmengen Rechnung zu tragen. Es zeigte sich, wie in Abbildung 32 dargestellt, in den
p53-positiven HCT116-Zellen ein deutlicher Verlust der Proteinmenge, nachdem diese über
einen längeren Zeitraum mit Doxorubicin behandelt  wurden, während p53-negative Zellen
sogar  eine  Steigerung  der  Proteinmenge  von  KIF23  zeigten.  In  p21-negativen  HCT116-
Zellen ist die Proteinmenge nach Doxorubicin-Zugabe nicht reguliert, was wiederum deutlich
macht, dass die Anwesenheit von p21 für die p53-abhänge Regulation von KIF23 eine Rolle
spielt. 
Auch  für  die  Nutlin-3-Zugabe,  welche  geringere  Mengen  an  p53  induziert,  konnte  eine
Verringerung  der  KIF23-Proteinmenge  in  den  HCT116-p53-positiven  Zellen  beobachtet
werden, wie in Abbildung 33 dargestellt. 
Die Ergebnisse auf Proteinebene standen somit im Einklang mit der Expression auf mRNA-
Ebene. Dies galt für beide Spleißvarianten.
Abb.  32:  Die  KIF23-Proteinmengen  verringerten  sich  in  p53-positiven  Zellen  nach  Behandlung  mit
Doxorubicin. Oben aufgetragen sind die Proteinextrakte der verschiedenen HCT116-Zellen, HCT116 +/+ steht
für Zellen mit intaktem p53 jeweils ohne Zugabe von Doxorubicin („nor“) und 48 und 72 Stunden nach Zugabe
von Doxorubicin, analog dazu HCT116 p53 -/- ohne intaktes p53 und HCT116 p21 -/- ohne intaktes p21. Rechts
aufgetragen sind die Namen der Proteine, deren Banden zu sehen sind. Die KIF23-Proteindoppelbande wurde
schwächer,  nachdem intaktes  p53 mit  Doxorubicin  aktiviert  wurde.  Dieser  Effekt  ist  deutlicher  nach  einer
längeren Doxorubicin-Behandlung (72 Stunden) zu sehen. In p53- und p21-negativen HCT-Zellen ist nach der
Doxorubicin-Behandlung eine stärkere KIF23-Proteinbande zu erkennen. Die p53-Proteinbanden nehmen nach
Induktion jeweils an Stärke zu. Mutiertes p53 wird vom Antikörper  ebenfalls erkannt,  induziert  jedoch p21
nicht,  welches nur nach Induktion von intaktem p53 eine stärkere Proteinbande zeigt und in p53- und p21-
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Abb. 33: Die KIF23-Proteinmengen beider Spleißvarianten verringerten sich in p53-positiven Zellen nach
Behandlung mit Doxorubicin und Nutlin unter anderen Induktionsbedingungen.  Links aufgetragen sind
die Molekulargewichte in kDA jeweils für KIF23 und p53 mit  β-Actin (rechts namentlich genannt).   Unten
aufgetragen  sind  die  Proteinextrakte  von  D53-Wildtyp-Zellen  jeweils  ohne  („nor“)  und  mit  p53-Induktion
(„ind“) sowie von HCT116-Zellen mit p53 (HCT +/+) und HCT116-Zellen ohne p53 (HCT -/-), diese jeweils
unter Zugabe von Nutlin-3 („Nut“) über 24 Stunden oder Doxorubicin („Doxo“) über 48 Stunden. Zu sehen ist
eine Abschwächung der KIF23- Proteindoppelbande sowohl bei D53-Induktion als auch bei Behandlung mit
Nutlin  und  Doxorubicin  in  HCT116-p53-positiven  Zellen.  In  HCT-p53-negativen  Zellen  sind  die  KIF23-
Proteinbanden insgesamt stärker ausgeprägt. Es zeigt sich eine leichte Abschwächung der Proteindoppelbande
bei Behandlung mit Nutlin-3 und eine Zunahme der Bandenstärken bei Behandlung mit Doxorubicin für KIF23.
Die p53-Proteinbanden nehmen nach Induktion bzw. Aktivierung jeweils an Stärke zu. Β-Actin als Haushaltsgen
zeigt gleichbleibende Proteinbanden. 
Um ebenfalls zu beurteilen, ob die Protein-Regulation von KIF23 an die Induktion von p53
gebunden  ist,  wurden  siRNA-Experimente  durchgeführt.  Mittels  p53-inhibierender  RNA
wurde p53 in humanen Vorhautfibroblasten unterdrückt. 
Dann wurden die Zellen unter diesen Maßnahmen neben RNA-Extrakten auf Protein-Mengen
untersucht.  Damit  sollte  betrachtet  werden,  ob  KIF23  nach  Herunterregulation  der  p53-
Expression  (unterdrückt  durch  siRNA)  und  nach  Induktion  über  48  Stunden  mittels
Doxorubicin in seiner Expression dereguliert ist. Die Ergebnisse zeigen die Abbildungen 34
und 35.
Dabei zeigte sich, dass die Herunterregulation der Proteins von KIF23 von p53 abhängig ist,
da es in Abwesenheit von p53 und bei Zellstress durch Doxorubicin zu einer Erhöhung der
Protein-Menge kommt, im Gegensatz zu den vorherigen Experimenten, die in Anwesenheit
von p53 eine Herunterregulation zeigten. Indirekt kann man sagen, dass Doxorubicin auch
KIF23 induziert  – aber nur, wenn p53 „ausgeschaltet“ ist.  Dieser Effekt ist bei nicht-p53-
inhibierenden siRNAs (control- und mock-siRNA) nicht zu beobachten. Bei Behandlung mit
mock-siRNA kommt es wie unter Doxorubicin-Behandlung zu ähnlichen Effekten wie in den
HCT116-Zellen  nach  Doxorubicin-Behandlung:  die  Proteinbanden  von  KIF23  werden
schwächer.
Abbildung 34: Die KIF23-Proteindoppelbande stellt sich stärker dar, wenn p53 mittels siRNA inhibiert
und die Zellen mit Doxorubicin behandelt werden. Oben dargestellt sind die Proteinextrakte von HFF-Zellen,
von  links  nach  rechts:  zuerst  GAPDH-inhibierende  control  siRNA  jeweils  ohne  (=  normal)  und  mit
Doxorubicin-Zugabe (= Doxo), dann p53-inhibierende siRNA jeweils ohne (= normal) und mit Doxorubicin-
Zugabe  (=  Doxo),  und  schließlich  mock siRNA ohne Ziel  in  der  Zelle  jeweils  ohne (=  normal)  und  mit
Doxorubicin-Zugabe  (=  Doxo).  Links  sind  die  Molekulargewichte  in  kiloDalton  aufgetragen,  rechts  die
Proteinbanden von KIF23, p53 und  β-Actin mit Pfeilen gekennzeichnet.  Zu sehen ist vor allem für  KIF23-
Variante 1 (obere Bande) eine Zunahme der Proteinbande bei Behandlung mit p53 siRNA und unter Zugabe von
Doxorubicin. Es sind insgesamt stärkere Proteinbanden von KIF23 zu sehen, wenn die Zellen mit p53-siRNA
behandelt werden.
Im Gegensatz dazu wird bei Behandlung mit  mock siRNA die KIF23- Proteindoppelbande nach  Zugabe von
Doxorubicin schwächer. Bei Behandlung mit control siRNA und Doxorubicin-Induktion sind die Proteinbanden
von KIF23 leicht  schwächer  für  Variante  1 (1.  KIF23-Bande)  bis  gleichbleibend für  Variante  2 (2.KIF23-
Bande).
Unten ist auch zu sehen, dass  β-Actin als Kontrolle eine schwächere Bande für die mock-siRNA-Zellen mit
Doxorubicin-Gabe aufweist.  Sonst sind die Proteinmengen des Haushaltsgens konstant.  Für die control- und
mock-siRNA ist zu sehen, dass p53 weiterhin vorhanden und durch Doxorubicin induzierbar ist, während die
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Abb. 35: In HFF-Zellen ist die KIF23-Proteinmenge größer, wenn die Zellen mit p53-siRNA behandelt
werden.  Oben dargestellt sind die Proteinextrakte der HFF-Zellen, die jeweils mit mock-, control- und p53-
siRNA behandelt wurden, rechts sind die Proteinnamen der untersuchten Proteine aufgelistet. Zu sehen ist, dass
KIF23  in  mit  mock-  und control-siRNA behandelten  HFF-Zellen  ohne weitere  Behandlung eine  schwache
Proteinbande zeigt, die nach p53-knockdown an Stärke zunimmt.  P21-Protein ist nach Knockdown von p53
ebenso  wie  das  p53-Protein  selbst  nicht  mehr  nachweisbar.  Das  Haushaltsgen  β-Actin  zeigt  stabile
Proteinbanden (Fischer et al. 2013).
Um  zu  betrachten,  ob  die  Proteinexpression  von  KIF23  auch  im  Laufe  des  Zellzyklus
ansteigt, wie dies für die mRNA-Expression bereits gezeigt wurde, wurden Proteinextrakte zu
verschiedenen Phasen des Zellzyklus auf ihre KIF23-Proteinexpression untersucht.
Dabei  zeigte  sich  eine  kontinuierliche  Zunahme  der  KIF23-Proteinbanden  im  Laufe  des
Zellzyklus, welche ihr Maximum in der G2/M-Phase erreichte. 
Abb. 36: Beide KIF-23-Proteinbanden zeigen eine Steigerung der Proteinmenge im Verlauf des Zellzyklus
mit einem Maximum der Expression in der G2/M-Phase.  Oben dargestellt sind die Erntezeitpunkte für die
Proteinextrakte, die der G0-, G1-, S- und G2/M-Phase des Zellzyklus entsprechen. Rechts aufgelistet sind das zu
untersuchende  Protein  KIF23  und  β-Actin  als  Haushaltsgen.   Zu  sehen  ist  eine  Verstärkung  der
Proteindoppelbande von G0- zu G2/M-Phase. Β-Actin zeigt eine gleichbleibende Proteinexpression (Fischer et
al. 2013).
4.2.3. Repression des Promotors durch p53, Hochregulation im
Zellzyklus und Identifikation des CHR-Elements 
Da KIF23-mRNA und  Protein  als  p53-  und  Zellzyklus-reguliert  gezeigt  wurden,  war  es
wichtig,  zu  untersuchen,  ob  diese  Regulation  auf  Promotorebene  stattfindet  und  welche
Bindungselemente  hierbei  eine  Rolle  spielen.  Um genauer  zu  betrachten,  ob  die  KIF23-
Promotor-Aktivität  durch p53 und Zellzyklus  über mögliche  zwischengeschaltete  Proteine
beeinflusst wird, wurden Luciferase-Reportergen-Assays verwendet. 
Die Sequenz des Promotors wurde ebenso auf potentielle E2F- und CHR-Bindungsstellen hin
untersucht. Es wurde ein CHR identifiziert und es wurde ein verkürzter Promotor hergestellt,
der diese Bindungsstelle nicht trug. Ebenso wurde das CHR im Gesamt-Promotorkonstrukt
mutiert  und  auf  seine  Funktion  überprüft.  Der  KIF23-Promotor  wurde  insgesamt  kürzer
kloniert als der TMPO-Promotor. 
Die  Minuszahlen  beziehen  sich  wie  beim TMPO-Promotor  auf  den  Translationsstart,  das
längste Konstrukt war „KIF Prom -1153/ATG“ (in den Experimenten vereinfacht bezeichnet
als KIF -1200/ATG).
Promotorkonstrukte  verschiedener  Länge  wurden  auf  ihre  Fähigkeit  untersucht,  die
Luciferase im Plasmid zur Expression zu bringen – die Messung wurde über Relative Licht-
Einheiten (Relative Light Units) vollzogen.
Die  Messungen  fanden  statt,  nachdem  p53-negative  HCT116-Zellen  gezielt  mit  den
hergestellten Plasmiden und mutiertem oder aktivem p53- oder p21-Plasmid kotransfiziert
wurden. Der Leervektor pGL4.10 wurde als Negativ-, der Cyclin-B2-Promotor als Positiv-
Kontrolle verwendet (Krause et al. 2000).
Abb. 37: Schematische Darstellung der Gesamt- und Verkürzungs-Promotorkonstrukte von KIF23 und
Lage des CHRs 190 Basenpaare vor dem ATG. Die Verkürzungsmutanten wurden nach der Anzahl iher Ba-
senpaare vor dem ATG genannt und in den weiteren Ergebnissen vereinfacht als „KIF Prom -1200/ATG“ für
das 1153 Basenpaare lange Konstrukt, „KIF Prom -800/ATG“ für das 806 Basenpaare lange Konstrukt, „KIF
Prom -300/ATG“ für das 309 Basenpaare lange Konstrukt und „KIF Prom -200/ATG“ für das 169 Basenpaare
lange Konstrukt ohne das CHR-Element bezeichnet.
Abb. 38: KIF23-Promotor-CHR-Bindungsmutante. Genaueres Schema der Stelle, an welchem das KIF23-
Promotorkonstrukt -1153/ATG am CHR mutiert wurde (Fischer et al. 2013).
Das Gesamtkonstrukt „KIF23 Prom -1200/ATG“ zeigte eine ähnlich starke Regulation wie
der Cyclin-B2-Promotor. Bei Kotransfektion von p53-Wildtyp war er herunterreguliert,  als
jedoch mutiertes p53 kotransfiziert wurde, zeigte er sich dereguliert.
Abb. 39: In HCT116-p53-negativen Zellen nehmen die RLUs des KIF23-Promotorkonstruktes bei Anwe-
senheit von kotransfiziertem Wildtyp-p53 im Vergleich zu mutiertem p53 ab. Auf der Y-Achse sind die Re-
lativen Lichteinheiten dargestellt. Auf der X-Achse sind der KIF23-Promotor („KIF Prom -1200/ATG), der Cy-
clin-B2-Promotor („B2“) und der pGl4.10-Leervektor jeweils unter Kotransfektion mit Wildtyp- und mutiertem
p53-Plasmid dargestellt („p53 wt 72R“ und „p53 mut 72R“). Der Faktor der Herunterregulation bezogen auf das
mutierte p53 betrug 6,75. Mittelwerte und Standardabweichungen aus 2 unabhängigen Experimenten.
Auch die verkürzten Promotoren zeigten eine Herunterregulation ausgedrückt durch die Ab-
nahme der Promotoraktivität in RLUs bei Anwesenheit von intaktem p53. Dieser Effekt ist
auch bei dem sehr kurzem Konstrukt „KIF23 Prom -300/ATG“ zu sehen. Insgesamt nimmt
der Effekt der  Herunterregulation jedoch ab, je kürzer der Promotor ist. Das kürzeste Kon-
strukt ohne CHR und nur 169 Basenpaare lang (in den Abbildungen als „KIF Prom -200/
ATG“ bezeichnet) zeigte so gut wie keine Regulation mehr.
Damit konnte der aktive Bereich des Promotors gut eingegrenzt werden und es deutete darauf
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Abb. 40: Kotransfektion von Wildtyp p53 führt zu einer Abnahme der RLUs verglichen mit mutiertem
p53 bei den drei längeren KIF23-Promotorkonstrukten.  Auf der Y-Achse sind die RLUs aufgetragen, um
welche sich die Promotoraktivität unterschied. Auf der X-Achse sind die verschiedenen KIF23-Promotorkon-
strukte  mit ihrer jeweiligen RLU-Aktivität bei Kotransfektion von Wildtyp- und mutiertem p53-Plasmid aufge-
tragen.  Bei den Konstrukten „KIF Prom -1200/ATG“ und „KIF Prom -800/ATG“ zeigt sich eine deutliche Re-
duktion der RLUs bei Anwesenheit von Wildtyp-p53 im Vergleich zu mutiertem p53.  Bei dem Konstrukt „KIF
Prom -300/ATG“ zeigt sich eine leichte Reduktion der RLUs bei Anwesenheit von Wildtyp-p53. Bei dem „KIF
Prom -200/ATG“–Konstrukt, welches eigentlich nur 169 Basenpaare vor dem ATG lang ist und nicht das CHR
trägt,  zeigt sich weder bei Wildtyp- noch bei mutiertem p53 eine starke Aktivität des Promotors in RLUs und
auch keine deutlichen Unterschiede in der Promotoraktivität.  Die Faktoren der Herunterregulation bezogen auf
das mutierte p53 betrugen 3,8 (für „KIF Prom -1200/ATG“), 4,6 (für „KIF Prom -800/ATG“), 1,8 (für „KIF
Prom -300/ATG“), und 1,3 (für „KIF Prom -200/ATG“). Mittelwerte und Standardabweichungen aus 2 unab-
hängigen Experimenten.
Um p21 als potentiellen Mittler der p53-abhängigen Regulation zu untersuchen, wurden auch
p21-negative HCT116-Zellen mit entsprechender Kotransfektion der Promotorkonstrukte und
Wildtyp p21, als Negativkontrolle lacZ, untersucht. Es zeigte sich für die verschiedenen KIF-
23-Promotorkonstrukte  zunächst  keine  Regulation  durch  p21  allein.  Diese  Ergebnisse
konnten später in Reproduktion widerlegt werden, p21 führte zu einer Herunterregulation und
diese war abhängig von der Intaktheit des CHRs (Fischer et al. 2013).
Diese Diskrepanz lässt sich am ehesten durch methodische Fehler in den Erst-Experimenten
erklären,  da eine Regulation durch p21 stimmig mit  den weiteren Ergebnissen ist.  In den
Promotorstudien der o.g. Publikation wurden auch p53-negative Zellen genutzt, um die p21-
abhängige  Herunterregulation  genauer  zu  betrachten,  sowie  zum  besseren  Vergleich  ein
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Basiswert dienen kann. Auch wurde die CHR-Mutante nicht auf Unterschiede bezüglich der
p21-abhängigen Regulation  untersucht.  Zu sehen ist  in  den  Ergebnissen  jedoch,  dass das
Promotorkonstrukt  ohne  CHR eine  geringe  Promotoraktivität  aufweist  und  mit  der  p21-
abhängigen Funktionalität  des CHRs stimmig ist. Methodisch lässt sich die Ungenauigkeit
durch die Streubreite der RLUs erkennen (s. Abb. 41).
Abb. 41: Vergleich der KIF23-Promotoraktivität bei Kotransfektion von p21-Wildtyp und lacZ-Kontrol-
le. Auf der Y-Achse sind die RLUs aufgetragen. Auf der X-Achse sind die KIF23-Promotorkonstrukte mit ihrer
jeweiligen Länge und die RLU-Aktivität in Abhängigkeit von Kotransfektion von p21-Wildtyp oder lacZ-Plas-
mid aufgetragen. Die Kotransfektion des p21-Wildtyp-Plasmides führt zu keiner relevanten Änderung der RLUs
im Vergleich zum lacZ-Plasmid. Das kürzeste Promotorkonstrukt ist am wenigsten aktiv. Insgesamt schwankt
die Kontrolle lacZ in ihren RLU-Werten, ebenso wie das „KIF Prom -300/ATG“-Konstrukt, und macht so einen
Vergleich eingeschränkt möglich. Wenn man die Aktivität der KIF23-Promotoren an sich vergleicht, sieht man,
dass das kurze Konstrukt ohne CHR („KIF Prom -200/ATG“) weniger aktiv ist als die anderen, längeren Kon-
strukte.  Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei unabhängigen Experimenten.
Nach  den  Vergleichen  der  verschieden  langen  Promotorkonstrukte  wurde  schließlich  das
CHR-Element im Gesamt-Promotorkonstrukt von KIF23 gezielt verändert. Im Vergleich mit
den anderen Promotorkonstrukten zeigte es sich in Anwesenheit von Wildtyp-p53 wenig bis
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Abb. 42: Ein intaktes CHR-Element ist für die p53-abhängige Repression des KIF23-Promotors notwen-
dig. Auf der Y-Achse sind die RLUs aufgetragen,  auf der X-Achse der pGl4.10-Leervektor, und die verschie -
den langen KIF23-Promotorkonstrukte sowie die CHR-Mutante („KIF fl CHR mut“). Dabei verglichen wurde
jeweils die Promotoraktivität bei Kotransfektion von p53-Wildtyp, p53-Mutante und lacZ-Kontrolle.  Es zeigt
sich, dass keine Herunterregulation durch p53-Wildtyp mehr stattfindet, wenn das CHR mutiert ist. Hier wurden
die Faktoren der Herunterregulation auf das lacZ bezogen und betrugen für die unmutierte längste Promotorvari-
ante („KIF -1200“) 2,8 und die mutierte Variante 1,05. Mittelwerte und Standardabweichungen aus 2 unabhän-
gigen Experimenten.
Die Experimente  bezüglich der Bindung weiterer  Zellzykluselemente  wurden nachfolgend
mit dem mutierten Konstrukt fortgeführt, wie im Verlauf in der Diskussion dargestellt  (Fi-

























5.1. Weitere Entwicklungen zu den Kandidatengenen 
5.1.1. Thymopoietin 
Über die  eingangs beschriebenen MicroArray-Analysen und auf  Basis seiner  molekularen
Wirkweise und der bereits verdeutlichten Zellzyklusregulation wurde TMPO als mögliches
p53-Zielgen identifiziert (Spurgers et al. 2006; Böhlig et al. 2011). 
Das  Kandidatengen  TMPO/LAP2  zeigte  auf  allen  Ebenen  (mRNA-,  Protein-  und
Promotorebene) eine Regulation im Zusammenhang mit p53 und dem Zellzyklus. Das heißt,
das die mRNA- Expression in Anwesenheit von p53 reprimiert wurde, wie in Abbildung 6
dargestellt,  während  p53-siRNA  diese  Regulation  aufhob  und  damit  darstellt,  dass  p53
wesentlich  für  die  Repression  von TMPO ist,  wie  in  Abbildung 7 bis  9  beschrieben.  Im
Zellzyklus  wurde  TMPO  hochreguliert  mit  einem  Peak  während  der  G2/M-Phase  (s.
Abbildungen 10-12). Lediglich für TMPO  α ließ sich die Repression durch p53 auch auf
Proteinebene nachweisen, ebenso wie eine Aufhebung der Repression bei Inhibition von p53
(Abbildungen 13 und 14). Ebenso ließ sich für TMPO α ein Anstieg der Proteinmenge im
Laufe des Zellzyklus zeigen, wie in Abbildung 15 dargestellt.
Auf  Promotorebene  ließ  sich  die  p53-abhängige  Regulation  auf  einen  Bereich  600
Basenpaare vor und 900 Basenpaare nach dem ATG- Translationsstart eingrenzen. Mutiertes
p53, welches als Negativkontrolle genutzt wurde, konnte den Promotor nicht beeinflussen. 
Die anfangs vermuteten E2F-Bindungsstellen (zwei putative Bindungsstellen nach dem ATG
im ersten Intron in dem als regulationsrelevant  eingegrenztem Bereich)  waren vermutlich
falsch gewählt, in weiteren Sequenzanalysen ließen sich andere putative E2F-Bindungsstellen
nachweisen, wie in den Abbildungen 22 und 23 dargestellt. Es wäre möglich gewesen, diese
zu mutieren, um einen Effekt nachzuweisen. Auch hätten möglicherweise vordere und hintere
E2F-Bindungsstelle gleichzeitig mutiert werden müssen, um einen Effekt auf die Regulation
zu erreichen.
Insgesamt ist der konstruierte TMPO-Promotor sehr lang in der Sequenz gewesen, so dass
viele „confounding factors“ die Darstellung der Regulation erschwerten. 
Es wurde in Genomstrukturanalysen TMPO später als p53-Zielgen und DREAM-reguliertes
Gen beschrieben, so dass weitere  Promotorstudien durchgeführt  werden sollten,  vor allem
hinsichtlich  der  Funktionalität  des  in  Sequenzanalysen  ermittelten  CHRs  (Fischer  et  al.
2016). 
Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass DREAM auch an E2F-Elemente in der S-Phase des
Zellzyklus bindet (Müller et al. 2017).
TMPO besitzt  somit  Bindungsstellen  sowohl  für  E2F-Transkriptionsfaktoren  als  auch  ein
CHR. Möglicherweise wird es also sowohl in der G1-, als auch in der G2/M-Phase durch
DREAM reguliert. Dies muss ebenfalls in weiteren Arbeiten gezeigt werden.
In  vorliegender  Arbeit  konnten  die  untersuchten  E2F-Transkriptionsfaktoren  nur  einen
geringen  Einfluss  auf  den  Promotor  ausüben.  Dies  ist  möglicherweise  der  Tatsache
geschuldet,  dass der im DREAM-Komplex vorkommende E2F4-Transkriptionsfaktor nicht
untersucht wurde.
Die vermuteten E2F-Bindungsstellen ließen sich nicht als relevant für dessen p53-abhängige
Regulation  nachweisen  und  waren  vermutlich  falsch  lokalisiert,  obwohl  auf  Grund  der
Struktur des Promotors eine dieses für p53-abhängige Gene typischen Regulationsweges nahe
liegend schien, und auch in anderen Arbeiten ein indirekter Zusammenhang gezeigt wurde
(Gotic et al. 2010).
Entsprechend  dazu  wird  der  Kernpromotor  von  TMPO  durch  p21  in  seiner  Aktivität
unterdrückt. Ein wesentlicher Bereich lässt sich hierbei zwischen 300 bis 900 Basenpaaren
nach  dem  ATG-Translationsstart  eingrenzen,  da  ein  Promotor  ohne  diesen  Bereich  eine
deregulierte Aktivität zeigt und sich nicht von p21 reprimieren lässt. Dies könnte wiederum
auf die Funktionalität des CHR-Elements, welches in diesem Bereich liegt, hinweisen.
In der Arbeit von Gotic et al. wurde die p53-abhängige Repression und die Rolle von TMPO/
LAP2 in Krebsgewebe der Zervix  publiziert. Es wurde hierbei nur die α-Isoform untersucht
und die  Expression  war  im Microarray,  auf  mRNA-Ebene  und in  der  Immunfluoreszenz
erhöht im Vergleich zu Normalgewebe.
Die Regulation über E2F und p53 wurde hierbei dann indirekt über die Inhibition von DP1
als  E2F-Komplexbildner  und  damit  der  Hochregulation  von  E6  respektive  impliziert.  Es
zeigte  sich  eine  Erhöhung  der  TMPO-α-Expression  bei  Anwesenheit  von  E2F  und  eine
Verminderung bei Anwesenheit von p53. Somit wurden die Ergebnisse der hier vorliegenden
Untersuchungen teilweise bestätigt (Gotic et al. 2010).
Lediglich  die  vorgeschlagene  E2F-abhängige  Regulation  widerspricht  den  hier  gezeigten
Ergebnissen und stellt die Frage in den Raum, ob E2F tatsächlich an den Promotor bindet,
oder andere Effekte in Gang setzt,  denn die  Promotorregulation wurde in oben genannter
Publikation nicht untersucht.
Dass der Promotor durch p53 und seinen Downstream-Partner p21 reguliert wird, ist jedoch
gezeigt worden. In anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass CDE/CHR-Elemente und
der DREAM-Komplex essentiell für diesen Regulationsweg sind und dies von p21 abhängig
ist, was die Bedeutung von TMPO als DREAM-Zielgen untermauert (Quaas et al. 2012). 
Somit  kann in Anbetracht  der  Tatsache,  dass die  Daten zur E2F-Regulation  uneinheitlich
sind, möglicherweise geschlossen werden, dass das CHR-Element  die wesentliche Verbin-
dung zur p53-abhängigen Repression darstellt.  Möglich ist auch, dass das TMPO-CHR ein
CHR-like element ist, dass die Bindung von DREAM an die E2F-Bindungsstellen unterstützt
(Müller et al. 2017).
Interessant  ist  die  bei  Gotic  et  al.  gefundene  unterschiedliche  Stärke  der  Expression  in
Abhängigkeit  von  Zelllinien  (normale  und  immortalisierte  Krebszelllinien),  was  die
Differenzierung der Untersuchung der Regulation notwendig macht. So kann es sein, dass in
HCT116-Zelllinien  andere  Ergebnisse  auf  Grund  des  höheren  „base  levels“  an  TMPO
auftreten,  als  in  den  für  Zellzyklus  verwendeten  HFF-Zellen  („normale“
Vorhautfibroblasten). Dies erklärt eventuell auch die Schwierigkeit bei der Untersuchung der
Proteinexpression für die verschiedene TMPO-Isoformen, da die Menge an TMPO zu hoch
sein könnte, um eine gute Differenzierung im Western Blot zu erreichen.
In einer weiteren aktuellen Publikation von Marrero-Rodriguez D. et al. wird die Bedeutung
von TMPO β und γ in der pathologischen Diagnose von Brustkrebs beleuchtet, wobei auch
hier die unterschiedliche Expressionsmenge von TMPO in verschiedenen Zellsystemen eine
Rolle  spielt.  Hierbei  zeigte  sich  nämlich,  dass  TMPO  β und  γ als  spezifische
immunhistochemische  Marker  zwischen  gesundem  und  nicht  gesundem  Brustgewebe
unterschieden (Marrero-Rodriguez et al. 2015).
Auch bei der Glioblastom-Proliferation spielt TMPO eine Rolle: TMPO-mRNA-Mengen sind
in Glioblastom-Zellen erhöht. Als TMPO mittels short-hairpin-RNA in Glioblastom-Zellen
unterdrückt wurde, wurde die Glioblastom-Zellproliferation inhibiert. Außerdem kam es zum
G2/M-Zellzyklus-Arrest  und es  traten  vermehrt  Zellen  in  die  Apoptose  ein  (Zhang  et  al.
2016).
Wenn  man  von  einer  DREAM-Regulation  mittels  CHR von  TMPO ausgeht,  würde  eine
Deregulation des Regulationspfades zu einer stärkeren Expression von TMPO führen, welche
die Krebsentstehung begünstigt. Dies ist ein nahe liegender Schluss, da insbesondere die  α-
Variante eine Funktion als kernstabilisierendes Protein hat. 
Auch würde zum Beispiel bezüglich gynäkologischer Tumoren die Infektion mit HPV und
die nachfolgende HPV-E7-Expression die Regulation über den DREAM-Pathway stören und
damit  die  zu  frühe  Expression  von  TMPO  zulassen.  Dies  könnte  zur  Krebsentstehung
beitragen (Fischer et al. 2017).
Insgesamt ist die Relevanz des Proteins bei der Krebsentstehung somit weiter gefestigt und in
Zukunft  kann  das  weitere  Verständnis  der  zugrundeliegenden  Regulationspfade  die
Regulation auf therapeutischer oder diagnostischer Ebene bedeuten.
5.1.2. Kinesin Family Member 23 
Über die  eingangs beschriebenen MicroArray-Analysen und auf  Basis seiner  molekularen
Wirkweise  und der  bereits  verdeutlichten  Zellzyklusregulation  erschien  es  plausibel,  dass
auch KIF23 ein mögliches p53-Zielgen ist (Spurgers et al. 2006; Böhlig et al. 2011). 
Der  Verlust  oder  die  Mutation  von  p53  kann  zur  Beeinträchtigung  des  Zentrosomen-
Duplikationszyklus,  Abbruch  der  Mitosespindeln  und  Versagen  der  Zytokinese  führen
(Fukasawa 2008).
Die Expression von KIF23 (hier MKLP-1) in humanen Interleukin-2 (IL-2)-abhängigen Kit
225  T-Zelllinien  und  in  HCT116-Zellen  wurde  bereits  als  zellzyklusabhängig  reguliert
beschrieben (Seguin et al. 2009).
Es konnte in den auf den vorliegenden Experimenten aufbauenden Arbeiten gezeigt werden,
dass die Expression von KIF23 als einem wichtigen Zellzyklusregulator ein Maximum in G2/
M erreicht und dass die Aktivierung von p53 in verschiedenen Zellsystemen eine verringerte
KIF23-Genaktivität  nach sich zieht.  Dies gilt  für beide Splice-Varianten und auf mRNA-,
Protein- und Promotorebene (Fischer et al. 2013).
Es wurde im Speziellen gezeigt, dass nicht-mutiertes p53 die Expression von KIF23 sowohl
auf  mRNA-  als  auch  auf  Proteinebene  vermindert,  welches  über  die  Regulation  der
Promotoraktivität  von  KIF23  geschieht.  Diese  Regulation  ist  konsistent  mit  der
tumorsuppressiven Funktion von p53 (Fischer et al. 2013).
Zwei Splice-Varianten existieren, von denen die verkürzte Variante ohne das Exon 18 auch
als MKLP-1, die  längere  Variante  auch als  CHO1 bezeichnet  wird.  Diese besitzt  eine  F-
Actin-bindende  Domäne  (Kuriyama  et  al.  2002).  F-Actin-bindende  Proteine  wurden  als
wesentliche Akteure der Zytokinese beschrieben (Mukhina et al. 2007).
In den Ergebnissen dieser Studien und der veröffentlichten Materialien gab es für die beiden
KIF23-Spleißvarianten in der p53- und DREAM-Regulation keine Unterschiede hinsichtlich
des Repressionsmechanismus (Fischer et al. 2013).
In weiteren Studien müssen jedoch die verschiedenen Rollen der KIF23-Spleißvarianten im
Menschen beleuchtet  werden, gerade wenn auch therapeutisch,  zum Beispiel  über KIF23-
siRNAs wie bei Glioblastom-Zellen beschrieben, KIF23 „ausgeschaltet“ wird (Takahashi et
al.  2012).  Hier  stellt  sich  die  Frage,  ob  beide  Spleißvarianten  ausgeschaltet  werden,  und
welche Effekte dies hat.
In der  vorliegenden Arbeit  und daraus folgenden Arbeiten  konnte zudem gezeigt  werden,
dass p53 nicht direkt an den KIF23-Promotor bindet  (Fischer et al. 2013), so wie es in ge-
nomweiten p53-Bindungsanalysen bereits postuliert wurde (Botcheva et al. 2011; Smeenk et
al. 2008; Wei et al. 2006).
Es konnte in den auf den vorliegenden Experimenten aufbauenden Arbeiten für den KIF23-
Promotor auch gezeigt werden,  dass p21 allein die Repression aufrecht erhalten kann, denn
die p53- Regulation ist von intakten p21 WAF/CIP1 -Allelen abhängig (Fischer et al. 2013).
Auch wenn dies in der vorliegenden Arbeit auf Promotorebene zunächst nicht gezeigt werden
konnte,  sondern nur auf Proteinebene bei p21-negativen Zellen der p53-Effekt  nicht  mehr
eintrat, deutete dies zumindest auf die Downstream-Wirkung von p21 hin. Die Abwesenheit
von p21 führte zu einer deutlichen Abnahme der p53-abhängigen Repression des Promotors,
welches diese Annahme weiter unterstützte (siehe Abbildungen 32 und 41).
Der  Widerspruch  mit  den  weiter  oben  beschriebenen  Ergebnissen  ist  daher  durch
methodische  Strukturen  erklärbar.  Das  Nutzen  von  HCT116-p53-negativen  Zellen  sowie
einer p21-Mutante zum besseren Vergleich hätte nachfolgend die im Verlauf durch Fischer et
al.  erbrachten  Ergebnisse  wahrscheinlich  bestätigt.  Entscheidend  ist,  dass  auch die  CHR-
Mutante mit p21 kotransfiziert wurde.  In Abbildung 43 von Fischer et al. wird verdeutlicht,
dass die Promotoraktivität von KIF23 sowohl durch p53 als auch durch p21 unterdrückt wird,
und dies von einem intakten CHR-Element abhängig ist (Fischer et al. 2013). 
Abb.  43:  Die  Promotoraktivität  des  KIF23-Promotors  wird  in  HCT116-Zellen,  die  p53 negativ  sind,
durch Kotransfektion sowohl von Wildtyp-p53 als auch von Wildtyp-p21 unterdrückt.  Auf der Y-Achse
sind die RLUs aufgetragen,  auf der X-Achse die KIF23-Promotorkonstrukte („wt“ für intaktes CHR, „CHR
mut“ für  mutiertes  CHR) und die jeweils kotransfizierten  p53-  und p21-Plasmide in unmutierter  („p53wt“,
„p21wt“) und mutierter („p53mut“, „p21mut“) Form. In der linken Abbildung wurden HCT116-Zellen ohne en-
dogenes p53, in der rechten Abbildung ohne endogenes p21 verwendet. „Leere“ Luciferase-Vektoren wurden als
Kontrolle verwendet. Sowohl bei Kotransfektion von Wildtyp-53 als auch von Wildtyp-p21 wird die KIF23-
Promotoraktivität in p53-negativen HCT116-Zellen reprimiert, im Vergleich zu den mutierten Plasmiden. Die
CHR-Mutante zeigt diese Regulation nicht. In p21-negativen HCT116-Zellen zeigte sich, dass die p21-Wildtyp-
Kotransfektion sogar zu einer stärkeren Repression der KIF23-Promotoraktivität führte,  als die p53-Wildtyp-
Kotransfektion. Auch hier führte die Mutation des CHRs im KIF23-Promotor zu einem Verlust der Repression.
Nur für p21 zeigte sich ein marginaler CHR-unabhängiger repressiver Effekt (Fischer et al. 2013).
Es wurde bereits für den Cyclin-B2-Promotor, der ebenfalls nur bei Anwesenheit von p21 re-
primiert wird, gezeigt, dass die Repression durch einen „switch“ von MMB- zum DREAM-
Komplex über die Bindung an ein konserviertes CHR-Element gesteuert wird (Quaas et al.
2012).
Auch beim KIF23-Promotor konnte gezeigt werden, dass die Repression durch p53 nach der
Mutation des CHRs nicht mehr funktionierte. Obwohl auch für KIF23 bereits eine E2F1-Bin-
dung an den Promotor und E2F-Bindungsstellen beschrieben worden, ergaben Promotor-Un-
tersuchungen hinsichtlich der Deletion von E2F-Bindungsstellen keine befriedigenden Ergeb-
nisse (Fischer et al. 2013; Seguin et al. 2009).
Die durchgeführten Versuche mittels Chromatin-Belegungsstudien (ChIP) zeigten, dass der
DREAM-Komplex den KIF23 Promotor in Dichte-arretierten Zellen in vitro bindet, während
der MMB-Komplex nur an den KIF23-Promotor in wachsenden Zellen zu binden scheint. Ein
funktionelles  CHR-Element  ist  wichtig für beide Bindungen.  Auch für die  p53-abhängige
Regulation ist die Bindung des DREAM-Komplexes an die CHR von KIF23 notwendig, die
damit in vitro und in vivo nachgewiesen wurde (Fischer et al. 2013). 
Deshalb kann für KIF23 geschlossen werden, dass das CHR-Element der wesentliche Faktor
für die p53-abhängige Repression ist. 
Man  konnte  unter  anderem  an  Hand  der  vorliegenden  Arbeiten  zeigen,  dass  viele
Zellzyklusgene  über  den  p53-DREAM-Pathway  reguliert  werden,  und  ihr  periodisches
Auftreten während des Zellzyklus entsprechend transkriptionell kontrolliert wird. KIF23 stellt
hierfür eines von zunehmend vielen Beispielen dar.
Während der Zellzyklusprogression wird die DREAM-Komplexbindung freigegeben, wenn
E2F4 und das Taschenprotein p130 durch B-Myb ersetzt wird, um die aktivierenden MMB-
und  FOXM1/MuvB-Komplexe  in  S  /  G2  /  M  zu  bilden.  Im  Falle  einer  zellulären
Stresssituation  (z.B.  DNA-Schäden  durch  Doxorubicin)  unterdrückt  p53  die  KIF23-
Expression auf indirektem Wege über die Induktion des CDK-Inhibitors p21WAF1 / CIP1
und der Bindung des DREAM-Komplexes an den KIF23-Promotor (Fischer et al. 2013).
Die  DREAM-Bindung  ist  zellzyklusabhängig.  Während  der  G2/M-Phase  bindet  DREAM
nicht mehr an das CHR im KIF23-Promotor, sondern die aktivierenden MMB- und FOXM1/
MuvB-Komplexe. In den G0- und G1-Phasen und abnehmend in der S-Phase ist DREAM am
CHR gebunden.
Wenn das CHR mutiert ist, können weder DREAM noch MMB am Promotor binden. Wenn
p53  über  Doxorubicin  endogen  stabilisiert  wurde,  leitet  das  den  „switch“  von  MMB zu
DREAM-Komplex ein, indem p130 und E2F4 rekrutiert werden und sich B-Myb aus dem
Komplex löst (Engeland 2018; Fischer et al. 2013; Quaas et al. 2012).
In Anbetracht der stark unterstützenden Funktion von KIF23 bei der Zytokinese ist auch hier
ein  differentielles  therapeutisches  Eingreifen  bei  der  Deregulation  und  unkontrolliertem
Zellwachstum denkbar. 
In  neueren  Studien  wurde  KIF23  (analog  zu  TMPO)  dementsprechend  mehrfach  als
mögliches  prognostisches,  diagnostisches  und  therapeutisches  Target  in  verschiedenen
hochmalignen Krebszellarten beschrieben, u.a. bei Gliomen, hepatozellulären Karzinomen,
Pleuramesotheliomen  und Adenokarzinomen  der  Lunge  (Iltzsche  et  al.  2017;  Kato  et  al.
2016; Sun et al. 2016; Sun et al. 2015).
Dies  hebt  in  der  zukünftigen  Therapie  die  Bedeutung  der  p53-  und
Zellzyklusregulationspartner  hervor,  um  eine  individualisierte  Krebstherapie  auf  das
jeweilige Expressionsmuster des Tumors anzupassen.
5.2.  Einordnung in das p53- und Zellzyklusnetzwerk 
5.2.1. Der DREAM-Komplex  als  Vermittler  der  p53-abhängigen
Repression und Zellzykluskontrolle 
Der Mechanismus der p53-abhängigen Repression von Zielgenen war in den vergangen Jah-
ren rätsel- und wechselhaft. Es wurden bisher viele molekulare Mechanismen für die p53-ab-
hängige Repression, die weit komplexer und weit häufiger ist als die direkte Aktivierung, dis-
kutiert und beschrieben (Bohlig and Rother 2011).
Nun kristallisierte sich zunehmend heraus, dass die p53-abhängige Repression durch einen
einzigen Regulationspfad in vielfältigen Weisen wirken kann.
Der DREAM-Komplex erklärt  und integriert  den Mechanismus der  indirekten  Repression
durch p53 und die Zellzykluskontrolle über CDE/CHR- und E2F/CLE-Promotorelemente in
allen Phasen des Zellzyklus und für frühe und späte Zellzyklusgene.  Durch die Bindung an
E2F-Promotorelemente  weist  er  viele  Ähnlichkeiten  zum  pRB-Tumorsuppressor  auf.  Da
DREAM aber sowohl an E2F-, als auch an CHR-Promotorelemente bindet, reguliert er ein
größeres Netzwerk an Zielgenen und hat andere regulatorische Funktionen als pRB/E2F. 
Bisher sind mehr als 250 Zielgene gefunden worden, die über den p53-DREAM-Pathway re-
guliert werden. Die meisten davon wirken im Zellzyklus, jedoch in allen Phasen des Zellzy-
klus, von G1-Phase bis zum Ende der Mitose. Damit ist der p53-DREAM-Pathway an allen
Zellzyklus-Checkpoints beteiligt.  Defekte in diesem Regulationspfad führen zu einem Ver-
lust der Zellykluskontrolle  (Müller et al. 2017; Engeland 2018). 
Der p53-p21-DREAM-E2F/CHR-Pathway hat eine zentrale  Rolle  bei der transkriptionalen
Repression im Rahmen von Stress-induzierten Wachstumsstillstand inne (Fischer et al. 2016;
Fischer et al. 2014b; Engeland 2018). 
Man kann den DREAM-Komplex  somit als „Exekutive“ der Zellzyklus -Funktionen von p53
(unter anderem auch der Zell-Seneszenz) beschreiben (Quaas et al. 2012; Müller et al. 2012).
Die  Abkürzung  DREAM  steht  für  den  Dimerisierungspartner  DP,  das  Protein  RB,  die
Transkriptionsfaktoren  der  E2F-Gruppe  and  MuvB  als  Kern  und  Interaktionspartner  mit
CHR- und E2F-Elementen. Der Multiproteinkomplex stellt das direkte Bindeglied zwischen
den Zellzyklusproteinen p130, p107, E2F, BMYB and FOXM1 dar. DREAM vollführt die
Genrepression während der G0-Phase und koordiniert die periodische Genexpression mit den
G1/S-  und  G2/M-Peaks  der  Expression  seiner  Zielgene  (Sadasivam  and  DeCaprio  2013;
Müller et al. 2017).
Auf  der  Suche  nach  dem  DREAM-Komplex  wurden  zuerst  die  Teilelemente  und  deren
Bedeutung  entschlüsselt,  bevor  dieser  als  komplettes  Modell  eines  Regulationspfades
zusammengefügt werden konnte. Es wurde zunächst beschrieben, dass Zellzyklusgene meist
indirekt  CDE/CHR-gesteuert  über  eine  durch  NF-Y-gebundene  CCAAT-Box  aktiviert
werden (Salsi et al. 2003; Müller et al. 2007; Müller and Engeland 2010).
Die vorherigen Studien deuteten auf eine Rolle des bereits bekannten p21 und den Taschen-
proteinen p130 und p107 im Zusammenhang hin (Barboza et al. 2006; Helmbold et al. 2009;
Jackson et al. 2005).
Es kristallisierte  sich außerdem zunehmend heraus, dass p53 als Transkriptionsfaktor kein
direkter Repressor ist, sondern über indirekte Regulationspfade seine Wirkung entfaltet, was
die Bedeutung der Downstream-Proteine, wie p21, dokumentiert,  und die Komplexität  des
Netzwerkes der entsprechenden Targets erhöht (Engeland 2015).
Dabei  kann  p53  also  entweder  direkt  als  Transkriptionsfaktor,  oder  indirekt  über  die
Aktivierung seiner Bindungspartner Kontrolle ausüben. In bioinformatischen Analysen und
über  die  Daten  von  genomweiten  Chromatinbindungsstudien  (ChIP)  konnte  bewiesen
werden, dass p53 trotz zuvor postulierter Modelle der direkten Repression von G2/M-Genen
(Imbriano et al. 2012; Riley et al. 2008) eben nicht direkt an reprimierte Zielgene bindet –
wobei gerade die Repression von Zielgenen der entscheidende Mechanismus in der durch p53
ausgeübten Zellzykluskontrolle ist (Engeland 2018; Fischer et al. 2014b).
Der CDK-Inhibitor p21 WAF/CIP1  als bekanntes p53-Zielgen funktioniert zum Beispiel oberhalb
des pRB/E2F-Pathways, und bindet sowohl an Cycline als auch an CDKs. Damit kann er alle
Cyclin-CDK1/2-Komplexe und auch Cyclin D-CDK4/6-Komplexe inhibieren (Bashir and Pa-
gano 2005).
So können spezifische Targets einschließlich der Taschenproteinfamilie bestehend aus pRB,
p107 und p130 nicht effizient von den CDKs phosphoryliert werden. Damit verursacht p21
die Hypophosphorylierung der Taschenproteine, damit diese an den E2F-Transkriptionsfakto-
ren gebunden bleiben. Indem p130 akkumuliert, stabilisiert sich somit der DREAM-Komplex
(Calvisi et al. 2011; Mannefeld et al. 2009).
DREAM bindet in der G0-Phase auch an Promotoren, die von E2F-Transkriptionsfaktoren
reguliert  werden.  P130  wird  normalerweise  in  ruhenden  Säugetierzellen  exprimiert
(Takahashi  et  al.  2000).  In  proliferierenden  Zellen  wird  p130  wiederum  kontinuierlich
abgebaut mittels Ubiquitinylierung (Tedesco et al. 2002).
P130  und  p107  formieren  den  Multiprotein-Komplex  zusammen  mit  DP,  pRB,  E2F  und
MuvB. Dabei wird über DREAM während G0 fast alle Zellzyklusgenexpression unterdrückt.
Der MuvB-Kern als „Landeplattform“ des DREAM-Komplexes bildet die Grundlage für die
Genexpression während der  S- und G2-/M-Phase durch seine Interaktion mit  BMYB und
FOXM1  (Sadasivam  et  al.  2012).  Der  Komplex  ist  phylogenetisch  hochkonserviert  von
Fliegen und Würmern bis zu Vertebraten, was seine Bedeutung hervorhebt (Litovchick et al.
2007).
Der  DREAM-Komplex  bindet  an  verschiedene  DNA-Elemente  in  den  Promotoren  seiner
Zielgene.  Über p130, E2F4 und DP1 bindet  er  an E2F-Bindungsstellen  (Litovchick et  al.
2007).  Außerdem  fungiert  der  MuvB-Kern  als  sequenzspefischer  DNA-Bindungsfaktor.
Dieser  bindet  ausschließlich  an CHR-Elemente  (Müller  and Engeland 2010;  Müller  et  al.
2014; Müller et al. 2017).
MuvB-Komplexe sind phylogenetisch ebenfalls konserviert.  Alle Komplexe besitzen einen
Proteinkern, der bei Säugetieren aus LIN9, LIN37, LIN52, LIN54 und RBBP4 besteht.
Der  Proteinkern  interagiert  nicht  nur  über  LIN54  mit  CHR-Elementen,  sondern  mit
verschiedenen  anderen  Proteinkomponenten  während  verschiedener  Zellzyklusphasen  und
kann somit seine Funktion von einem Repressor (in G0 und G1-Phase) zu einem Aktivator (in
S, G2 und M-Phase) ändern. B-Myb bindet an MuvB, ohne diese Interaktion könnte FOXM1
in  der  G2-Phase  nicht  an  den  Proteinkomplex  rekrutiert  werden  (Sadasivam  et  al.  2012;
Fischer and Müller 2017). 
Müller et al. zeigten, dass auch phylogenetisch konservierte CHR-Elemente  in Promotoren,
die den DREAM-Komplex binden, angereichert sind. Insbesondere wurde die Bindung von
DREAM an das CHR von Cyclin B2- und UBE2C-, aber auch wie weiter oben beschrieben
an KIF23-Promotoren gezeigt (Müller et al. 2012; Fischer et al. 2013).
Es  wurde  an  Hand  dieser  Regulationen  die  weitere  Bedeutung  von  DREAM  für  den
Zellzyklus dargestellt.  Der Komplex bindet  in vitro an das CHR-Element  der Promotoren
vieler  später  Zellzyklusgene,  die  ihr  Expressionsmaximum  in  der  G2/M-Phase  erreichen
(Quaas et al. 2012).
In Abwesenheit von p53 werden so nur geringe Mengen des CDK-Inhibitors p21 exprimiert.
Damit phosphorylieren Cyclin-CDK-Komplexe ihre Substrate einschließlich B-Myb und der
Taschenproteine in Abhängigkeit vom Zellzyklus  (Saville and Watson 1998; Malumbres et
al. 2009; Malumbres and Barbacid 2009).
Das hypophosphorylierte p130 und E2F4 sind in der G0/G1-Phase am MuvB-Kern gebunden
und bestehen  als  DREAM-Komplex  –  dabei  wird  die  Transkription  zellzyklusabhängiger
Gene unterdrückt. Die DREAM-Komplex-Zusammensetzung wird in der frühen S-Phase un-
terbrochen, indem CDK4 p130 und E2F4 phosphoryliert und die Bindung an die MuvB-Kern-
Komponoente LIN9 unterdrückt. Zeitgleich wird B-Myb mittels Cyclin A/CDK2 phosphory-
liert und kann so an MuvB binden (Pilkinton et al. 2007) .
Durch Bindung von B-Myb und später FOXM1 an den MuvB-Kernkomplex wird die Tran-
skription von Genen der S- und G2-Phasen und der Mitose initiiert (Chen et al. 2013).
Die Balance zwischen DREAM- und BMYB-MuvB-Komplexen wird durch p53 beeinflusst.
Wenn p53 aktiviert wird, wird die DREAM-Bindung gestärkt. Dies ist wiederum von der In-
taktheit von p21 abhängig.
Bei Anwesenheit von p53 führt die dabei induzierte Expression von p21 zur Inhibierung der
Cyclin-CDK-Komplexe, so dass p130, E2F4 und B-Myb hypophosphoryliert bleiben. Ähn-
lich wie bei ruhenden Zellen löst sich das hypophosphorylierte B-Myb aus dem MMB-Kom-
plex  und der  DREAM-Komplex  wird  assembliert,  indem hypophosphoryliertes  p130 und
E2F4 zum MuvB-Kern rekrutiert werden (Quaas et al. 2012; Calvisi et al. 2011; Mannefeld et
al. 2009).
Die p53-abhängige Induktion von p21 kann die Cyclin-A-Cdk2-abhängige Aktivierung von
BMYB und FOXM1 inhibieren und die Phosphorylierung von p130 reduzieren, so dass sich
das  Gleichgewicht  zugunsten  der  reprimierenden  DREAM-Aktivität  verschiebt.  Der
Kinaseinhibitor-Komplex  p21/CDKN1A vollführt  den  „switch“  von den  aktivierenden  B-
Myb-  und  FOXM1-Komplexen  zum  reprimierenden  DREAM-Komplex  (Toettcher  et  al.
2009; Engeland 2018).
Das  CHR  wurde  für  weitere  G2/M-Gene  auch  als  Vermittler  der   p53-p21-DREAM-
Repression als relevant beschrieben, so zum Beispiel PLK4 (Fischer et al. 2014a).
Späte  Zellzyklusgene  nutzen  in  der  G2/M-Phase  den  beschriebenen  Regulationspfad
ebenfalls  als  Antwort  auf  DNA-Schädigung,  und werden herunterreguliert  (Fischer  et  al.,
2013A; Fischer et al., 2013B).
Während DREAM, E2F7 und pRB jedes eine definierte  Reihe von Zielgenen haben, sind
ihnen  auch  eine  große  Anzahl  von  Zielen  gemeinsam.  Ein  ungeklärter  Umstand  in  der
Zellzykluskontrolle  ist,  wie  die  Funktionen  von  pRB/E2F-  und  DREAM-Komplex  sich
unterscheiden beziehungsweise überschneiden (Engeland 2018).
Humanes  pRB  kann  zum  Beispiel  nicht  über  MuvB  an  CHR-Promotorelemente  binden
(Müller et  al.  2017; Fischer et  al.  2016). Beide Komplexe binden DNA auch durch E2F-
Bindungsstellen.  Ebenso  ist  der  DREAM-Komplex  in  seiner  Aktivierung  (über  p21  und
Cycline/Cdks) und in seiner Funktion als Induktor von Ruhe- und Seneszenzphasen der Zelle
dem Protein RB sehr ähnlich, trotz distinkter Funktionen  (Sadasivam and DeCaprio 2013;
Engeland 2018).
Es wurde gezeigt, dass E2F7 erforderlich ist, um die transkriptionelle Herunterregulation von
G1/ S-Genen bei Induktion von DNA-Schäden umzusetzen (Carvajal et al. 2012).
Parallel dazu fanden andere Studienautoren, dass E2F7 sich rein funktional wie ein viertes
Taschen-Protein verhält (Aksoy et al. 2012). 
Der DREAM-Komplex wurde als verantwortlich für die transkriptionelle Unterdrückung der
zellzyklusabhängig  regulierten  Gene  in  der  G0/G1-Phase  des  Zellzyklus  beschrieben
(Litovchick et al. 2007).
In der G1/S-Phase wird der DREAM-Komplex über E2F-Elemente an G1/S-Zellzyklusgene
rekrutiert (Fischer and Müller 2017).
Der DREAM-Komplex bindet zusammenfassend an CDE/CHR-Elemente von G2/M-Genen,
so  dass  diese  während  G0/G1-Phase  reprimiert  werden.  Außerdem  bindet  er  an  E2F-
Bindungsstellen von S-Phase-Genen während der Ruhephase des Zellzyklus, und auch nach
Aktivierung von p53. Schließlich wurde von Müller et al. beschrieben, dass es auch CHR-like
elements (CLEs) gibt, die die Bindung von DREAM an E2F-Bindungsstellen ermöglichen. 
Die Aktivierung solcher S-Phase-Gene wird durch die Bindung von E2F1-3/DP-Komplexen
an E2F-Bindungsstellen erreicht (Müller et al. 2017).
Im Gegensatz dazu binden die aktivierenden MuvB-Komplexe MMB und FOXM1-MuvB an
CHR-Elemente und vermitteln das Maximum der Expression in der G2/M-Phase bei den be-
treffenden Genen, wie bei KIF23.  Die Bindung des DREAM-Komplexes an entsprechende
das entsprechende CHR-Element führt somit zur p53-abhängigen Repression  (Fischer et al.
2013).
Damit  kann  DREAM  frühe  Zellzyklusgene  über  E2F-  oder  E2F-CLE-Bindungsstellen
reprimieren und späte  Zellzyklusgene über CHR- oder CDE/CHR-Elemente.  Das zeitliche
Abstimmen der Aktivierung und der Bindung an die jeweiligen Elemente wird über die oben
beschriebenen Mechanismen erreicht  (Müller et al. 2017). Diese sind in Abbildung 45 von
Müller et al. nochmals ausgeführt.
Abb. 44: Modell für die zellyklusabhängige transkriptionelle Regulation durch DREAM bei frühen und
späten Zellzyklusgenen.  In der G0-Phase oder bei p53-Aktivierung durch Zellstress werden frühe und späte
Zellzyklusgene durch DREAM reprimiert. Oben dargestellt ist der Mechanismus für frühe Zellzyklusgene im
Verlauf des Zellzyklus. Der DREAM- Komplex wird zu den frühen Zellzyklusgenen rekrutiert, indem E2F4/DP
mit  E2F-Bindungsstellen  interagiert.  Die  Interaktion  von  LIN54  mit  CLE-Bindungsstellen  unterstützt  die
DREAM-Bindung. Frühe Zellzyklusgene können auch durch Komplexe von E2F1-3, DP und pRB reprimiert
werden. CLE-Bindungsstellen können aber nicht die Bindung von pRB-Komplexen unterstützen. In wachsenden
Zellen werden die frühen Zellzyklusgene in der S-Phase über die Bindung von E2F1-3/DP-Komplexen an E2F-
Elemente aktiviert. Diese Komplexe können nicht an CHR- oder CDE/CHR-Elemente der späten Zellzyklusgene
binden. Unten dargestellt ist der Mechanismus für die späten Zellzyklusgene. Die Interaktion von LIN54 mit
CHR-Elementen  genügt,  um DREAM zu den  Promotoren  der  späten  Zellzyklusgene zu  rekrutieren.  CDE-
Bindungsstellen können diese Bindung unterstützen, indem sie mit E2F4/DP interagieren. pRB bindet nicht an
CHR- oder CDE/CHR-Elemente. Späte Zellzyklusgene werden vom MYB-MuvB-Komplex (MMB) in der S-
Phase gebunden und schließlich von FOXM1-MuvB, welches zum Maximum der Expression in der G2- und
Mitosephase führt (Müller et al. 2017).
Die  Bedeutung  des  p53-p21-DREAM-E2F/CHR-Pathways  ist  wie  oben  ausgeführt  eine
zentrale zelluläre Antwort auf Zellstress, die schlussendlich zum Zellzyklusarrest führt. Die
große Anzahl  an Zielgenen,  die  von diesem Regulationspfad reguliert  werden,  hebt  seine
Bedeutung hervor. Die Regulation über DREAM geht über den gesamten Zellzyklus, von G1-
Phase bis zur Mitose-Phase. 
Damit spielt der Komplex in allen Zellzyklus-Checkpoints eine wesentliche Rolle (Engeland
2018).
Dies ist naheliegend, wenn man die Zielgene betrachtet, die, wie KIF23, für den Spindelkom-
plex während der Mitose verantwortlich sind. Auch TMPO ordnet sich als nukleäres Lamina-
Stabilitäts-Protein hier ein. Eine Deregulation dieses Regulationspfades führt schlussendlich
über den Zerfall der nukleären und Zellzyklus-Strukturen zur Chromosomeninstabilität und
zur Aneuploidie in Krebszellen über die „Enthemmung“ von DREAM-Zielgenen (Musacchio
and Salmon 2007; Rao et al. 2009; Nam et al. 2015; Funk et al. 2016; Engeland 2018).
Der einzige „Ausweich-Mechanismus“ der geschädigten Zelle ist nur der Stopp der Mitose-
Programme. Die Zelle arretiert  und es kommt zum Zelltod  (Nath et al.  2015; Vitale et al.
2011). Die klinische Relevanz zeigt sich darin, dass die Überexpression von MuvB-Aktivato-
ren, wie BMYB und FOXM1, häufig bei Krebsarten mit schlechter Prognose zu finden sind
(Thorner et al. 2009; Perou et al. 2000).
Der DREAM-Komplex kann auch von viralen Onkoproteinen wie HPV E7 in seiner Aktivität
gestört werden (Fischer et al. 2014a). In den HPV-transformierten Zervixkarzinom-Zelllinien
Caski  und SiHa war zum Beispiel  quantitativ  weniger  DREAM-Komplex vorhanden.  Der
Knockdown  von  HPV  E7  mittels  inhibitorischer  RNA  konnte  den  DREAM-Komplex
reaktivieren und die Zellen traten in die G0-Phase ein (Fischer et al. 2017; Nor Rashid et al.
2011).
Auch die bekannten BRCA1- und BRCA2-Gene sind unter den möglichen Zielgenen von
DREAM, wie bei  genomweiten  Expressions-Screens  und ChIP-Protein-Bindungsdaten  ge-
zeigt wurde (Fischer et al. 2014b, 2014b).
Bereits bevor der Säugetier-DREAM-Komplex beschrieben wurde, gab es Berichte darüber,
dass die heute bekannten Komponenten des Komplexes E2F4, p130 und p107 nach Hypoxie-
Induktion an den BRCA1-Promotor  binden  (Bindra et  al.  2005). Auch die  p53-abhängige
Herunterregulation und E2F4-Bindung von BRCA1 ist bereits bestätigt worden (Valenti et al.
2015).
Therapeutisch schon möglich ist der Eingriff an Zellzyklus-Checkpoints über CDK-Inhibito-
ren. Palbociclib ist ein sogenannter „small molecule inhibitor“, der von der FDA für die Be-
handlung von Brustkrebs zugelassen  wurde.  Er  inhibiert  so wie die  ähnlich  strukturierten
„small molecule inhibitors“ Abemaciclib und Ribociclib CDK4/6-Zellzykluskinasen. Damit
gleichen sie  den Verlust  der  Checkpoint-Kontrolle  in  Krebszellen  aus  (Sherr  and Roberts
1999; O'Leary et al. 2016; Engeland 2018).
Ursprünglich war das molekulare Verständnis so, dass die Phosphorylierung von pRB ver-
mindert  werden  sollte,  damit  sich  leichter  pRB/E2F-Repressionskomplexe  bilden  können.
Doch auch die Taschenproteine p107 und p130 werden Cyclin D/CDK 4/6-abhängig phos-
phoryliert (Bruce et al. 2000).
Somit wird auch die Phosphorylierung von p107 und p130 gehemmt und die DREAM-For-
mation begünstigt,  so dass die Zielgene von DREAM herunterreguliert  werden. In diesem
Sinne greifen die CDK-Inhibitoren über DREAM an mehreren Zellzyklus-Checkpoints an.
Damit ist der therapeutische Effekt von CDK-Inhibitoren möglicherweise von DREAM ab-
hängig (Engeland 2018).
Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass Gengruppen, die wichtige Zellzyklus-
funktionen, wie DNA-Reparatur und Zytokinese, innehaben, häufig über den p53-DREAM-
Pathway reguliert  werden. Der Tumorsuppressor p53 nutzt  DREAM, um seine Regulator-
funktionen auszuüben, und um über DREAM Kontrolle über ganze Gengruppen für die Zell-
zyklusstruktur und Zellzyklusprogression zu erreichen (Engeland 2018).
In Zukunft wird der DREAM-Komplex eine Schlüsselstelle zum Verständnis vom zellulären
Wirken  von  p53  darstellen  und  somit  ist  die  weitere  Aufschlüsselung  seiner  Zielgene
essentiell. 
5.2.2. Das p53-Regulom in der Zukunft 
Die Rolle von p53 bei der Tumorentstehung ist unumstritten. Je mehr Informationen über das
p53-Netzwerk, DREAM und die von p53 beeinflussten Gene wie TMPO und KIF23 zustande
kommen, desto klarer wird dieses Bild, das uns eines Tages ermöglicht, Kanzerogenese zu
verstehen und unter Kontrolle zu bringen. 
Die meisten mit Krebs assoziierten p53-Mutationen zerstören alle getesteten Aktivitäten von
p53, einige Tumoren besitzen aber Mutationen im p53, die dem Protein ermöglichen, seine
Zellzyklusarrest-Funktion  beizubehalten,  aber  selektiv  ihre  Fähigkeit  zu  verlieren,  die
Apoptose regelrecht zu induzieren (Rowan et al. 1996).
Trotzdem die p53-abhängige Apoptose völlig unzulänglich ist, sind die p53-knockout-Mäuse
immer noch recht gut vor Tumorentwicklung geschützt (Liu et al. 2004).
 
Dies  weist  auf  die  Bedeutung  der  Downstream-Bindungspartner  hin,  die  über  ein  fein
abgespieltes Netzwerk den Verlust  mancher Gene und Proteine noch ausgleichen können,
hierbei vor allem die Zellzyklusfunktionen von p53.  Zellzyklus und p53 gehören somit in
einer regulatorischen Einheit zusammen (Vousden and Prives 2009).
In Mausmodellen erwies sich die Reaktivierung von p53 als hocheffektive Therapie gegen
Krebs, die zur Regression vieler verschiedener Tumorarten führte (Ventura et al. 2007; Xue
et al. 2007; Martins et al. 2006).
Aber keine Wirkung ohne Nebenwirkung – auch eine Reaktion auf die p53-Reaktivierung
war  zum  Beispiel  in  Karzinomen  und  Sarkomen  die  Seneszenz-Auslösung,  und  keine
Apoptose.  Interessanterweise  ist  einer  der  wichtigsten  Mediatoren  der  p53-induzierten
Seneszenz p21 und damit auch DREAM  (Brown et al. 1997; el-Deiry 1998; el-Deiry et al.
1992; el-Deiry et al. 1993).
Die  zelluläre  Reaktion  auf  p53-Aktivierung  kann  durch  differentielle  Zielgenaktivierung
bestimmt werden. Ob ein gegebener Promotor aktiviert oder unterdrückt wird, hängt davon
ab, ob p53 direkt an den jeweiligen Promotor des Zielgens bindet und ihn somit aktiviert,
oder  indirekt  reprimiert,  indem  der  der  p53-p21-DREAM-  oder  der  p53-p21E2F/pRB-
Signalweg in Gang gesetzt wird (Engeland 2018).
Die  p53-Proteinspiegel  oder  sein  Modifikationszustand  können  auch  bestimmen,  welche
Gene für die  Transkriptionsaktivierung ausgewählt  werden.  Die  Repression durch  p53 ist
letztlich  eine  Aktivierung  von  p21  und  ist  deshalb  abhängig  von  der  p53-Aktivierung
(Engeland 2015).
Beispielsweise  ist  die  durch  DNA-Schädigung  induzierte  p53-Reaktion  weitgehend
verantwortlich  für  Strahlungs-  oder  Chemotherapie-induzierte  Übelkeit  und  die
schwerwiegenderen  gastrointestinalen  Nebenwirkungen.  Obwohl  dies  oft  als  eine
unglückliche,  aber  notwendige  Nebenwirkung  angesehen  wurde,  da  sie  Ausdruck  der
Aktivierung  der  wichtigen  genomischen  Schutzfunktionen  von  p53  sei,  haben  neuere
Arbeiten  überraschend  gezeigt,  dass  diese  anfängliche  p53-Antwort  nicht  für  die
Tumorunterdrückung erforderlich ist (Christophorou et al. 2006; Efeyan et al. 2006).
Die  Aufklärung  von  p53  in  seiner  Funktion  als  Transkriptionsregulator  verlangt  die
Integration sowohl der makroskopischen als auch der mikroskopischen Betrachtungsweise,
um alle p53-regulierten Gene zu bewerten und die Mechanismen herauszukristallisieren, mit
denen  p53  seine  Zielgene  in  verschiedenen  Zellen  und  Zellsystemen  auswählt.  Aus
makroskopischer  Sicht  wird  es  wichtig  sein,  das  gesamte  Repertoire  der  (direkten)
Transkriptionsziele zu kennen, die durch p53 gebunden und reguliert werden (Vousden and
Prives 2009) .
Es  scheint  klar,  dass  Eingriffe  in  den  p53-Signalweg  in  Zukunft  therapeutische  Vorteile
bringen  werden.  Da  die  p53-Aktivität  in  den  meisten  Krebserkrankungen  des  Menschen
beeinträchtigt  oder  defekt  ist,  unabhängig  vom  Typ  oder  Ursprungsgewebe,  ist  ein
offensichtliches  Ziel,  zu  versuchen,  die  wachstumshemmende  Funktion  von  p53  in
Krebszellen wieder herzustellen. Dieser Ansatz wurde durch Tierstudien unterstützt, in denen
die Reaktivierung von Wildtyp -p53 zu einer effizienten Tumorregression führt  (Ventura et
al. 2007; Xue et al. 2007; Martins et al. 2006).
Allerdings kann die zelluläre Antwort auf p53-Aktivierung von Zelltod bis zum Überleben
der Zelle reichen, und somit sind die Folgen einer Einschleusung in Tumorzellen schwierig
vorherzusagen.  P53  allein  kann  demnach  nicht  inhibiert  oder  aktiviert  werden  ohne
gravierende Folgen für die Zellstruktur und den Organismus (Vousden and Prives 2009).
Tatsächlich  ist  bereits  gezeigt  worden,  dass  einige  Brustkrebsarten,  die  kein  mutiertes,
sondern  Wildtyp-p53  besitzen,  sich  damit  vor  einigen  Formen  der  zytotoxischen
Chemotherapie schützen können und damit möglicherweise schlechter auf die Behandlung
ansprechen (Bertheau et al. 2008).
Auch wenn es nahe liegend ist, dass Zellzyklusgene in Tumoren mutiert sind und es hierbei
gemeinsame  Marker  der  Proliferation  gibt,  so  hat  doch  jeder  Tumor  sein  eigenes
Mutationsmuster (Whitfield et al. 2006; Rhodes et al. 2004).
So verschieden die involvierten Gene und Proteine sind, so verschieden sind die Reaktionen
der Zellen  auf Veränderungen in ihrer  Gen- und Proteinzusammensetzung. Es haben zum
Beispiel nicht alle Tumoren nur proliferierende Zellen, und nicht alle Zellzyklusgene sind in
Tumoren überexprimiert. Zumindest für einige Tumoren sind es spezifische Zellzyklusgene,
die  dereguliert  sind,  die  als  diagnostisches  und  therapeutisches  Target  dienen  können
(Sadasivam et al. 2012).
Wenn man nun durch Kenntnis des p53-Reguloms, einschließlich des DREAM-Komplexes
und  seiner  Downstream-Zielgene,  das  Bild  differenzieren  kann,  das  Netzwerk  gründlich
kennt, und an entscheidenden Stellen die Aktivierungs- und Repressionspfade beeinflusst, so
kann es möglich sein, unter anderem Krebsentstehung zu verhindern. 
Die Kenntnis des überaus komplexen p53-Reguloms wird somit in Zukunft ein wesentlicher
Baustein sein, eine zielgenaue Diagnostik und Therapie von Krebserkrankungen zu erreichen,
indem  man  die  Genexpressionsmuster  von  Tumoren  genau  analysiert  und  über  das  p53-
Regulom Erkenntnisse über die Art der Krebserkrankung, und an welcher Stelle im zellulären
Netzwerk man sie regulieren kann, gewinnt.
6. Zusammenfassung der Arbeit 
Monografische Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades Dr. med.
Transkriptionsregulation der TMPO- und KIF23-Gene im Zellzyklus und deren
Repression durch den Tumorsuppressor p53
eingereicht von Inga Girmay, geb. Grundke
angefertigt an der Universität Leipzig,
Universitätsfrauenklinik,
Abteilung Molekulare Onkologie
betreut von Herrn Prof. Dr. Kurt Engeland
eingereicht im Dezember 2018
p53  ist  das  wichtigste  bisher  bekannte  Tumorsuppressorprotein.  Es  kann  den
Zellzyklusarrest  vermitteln  und  die  Korrektur  von  DNA-Schäden  ermöglichen
beziehungsweise in irreversibel geschädigten Zellen den programmierten Zelltod einleiten.
Seine Inaktivierung spielt eine wesentliche Rolle bei der Tumorentstehung, intaktes p53 ist
für  den  Zellzyklusarrest  und die  Seneszenz  von Zellen  von wesentlicher  Bedeutung.  Der
Tumorsuppressor  p53  übt  seine  Funktion  hauptsächlich  als  Transkriptionsfaktor  aus.
Zahlreiche Zielgene von p53 sind inzwischen bekannt und detailliert charakterisiert worden.
Besonders  interessant  sind  die  regulierten  Zellzyklusgene,  die  die  Verknüpfung der  p53-
Funktion bei Tumorsuppression und Alterungsprozessen der Zellenseneszenz darstellen. 
In einer genomweiten Analyse mittels DNA-Microarrays gelang es, eine Vielzahl potentieller
p53-Zielgene zu identifizieren, die bisher noch nicht im Zusammenhang mit p53 beschrieben
wurden. Im Rahmen dieser Promotion habe ich meine Untersuchungen zu den zwei neuen
reprimierten Zielgenen – TMPO und KIF23 – zusammengefasst.
Anhand  von  TMPO  und  KIF23  wurde  die  transkriptionelle  Repression  als  wesentlicher
Mechanismus von p53- und zellzyklusabhängiger Regulation näher untersucht.
Die Expression der beiden Gene erreicht ihr Maximum in den G2-M-Phasen des Zellzyklus
und p53 führt sowohl bei TMPO als auch bei KIF23 zu einer verringerten Genaktivität und
Proteinsynthese, die über verschiedene Mechanismen auf Promotorebene reguliert wird. 
Ich  konnte  zeigen,  dass  beide  Kandidatengene  auf  mRNA-  und  Proteinebene  von  p53
reprimiert  und in  den späten Phasen des Zellzyklus hochreguliert  werden, und dass diese
Regulation transkriptionell über definierte Promotorelemente der Gene vermittelt wird. 
Da die Fähigkeit von p53, auf diese beiden Promotoren einzuwirken, an die Anwesenheit von
p21  gekoppelt  ist,  deutet  dies  auf  einen  indirekten  transkriptionellen
Repressionsmechanismus hin.
Für TMPO ließ sich in der vorliegenden Arbeit der Promotorbereich eingrenzen, in dem die
p53-abhängige Regulation ihre Wirkung entfaltet.  Zwei E2F-Bindungsstellen im Promotor
wurden  als  nicht  relevant  für  die  Promotorregulation  ausgeschlossen,  auch  wenn  die
Induktion von E2F auf anderem Wege zu einer  Änderung der Genexpression von TMPO
führte. 
Jedoch  wird  der  Kernpromotor  von TMPO bei  Anwesenheit  von p21 in  seiner  Aktivität
reprimiert, was auf eine Regulation über den p53-p21-DREAM/MMB-CDE/CHR-Signalweg
hindeuten  könnte.  In  neueren  Arbeiten  konnte  dies  mittels  bioinformatischer  Analysen
gezeigt werden, ebenso wie ein CHR im TMPO-Promotor und andere E2F-Bindungsstellen
identifiziert werden.
Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass der KIF23-Promotor eine CHR-Bindungsstelle
besitzt und durch den p53-p21-DREAM/MMB-CDE/CHR-Signalweg als Antwort auf DNA-
Schäden herunterreguliert wird. Die Zellzyklus- und p53-abhängige Regulation wird über das
CHR-Element vermittelt, was mittels Mutation dieses Elementes bestätigt wurde.
Ebenso wurde  gezeigt,  dass die  Bindung des  zuvor  beschriebenen Multiproteinkomplexes
DREAM an dieses CHR-Element für die Repression und Zellzyklusregulation verantwortlich
ist. 
Die Identifizierung der beiden Gene als neue p53-, Zellzyklus-, und DREAM-Zielgene liefert
einen wichtigen Beitrag zum Verständnis der überaus komplexen Regulationskaskade, mit
der  das  Tumorsuppressorprotein  p53  ein  Entgleisen  des  Zellzyklus  und  damit  eine
unkontrollierte Proliferation verhindern kann. 
Die  Einordnung  in  das  p53-  und Zellzyklusnetzwerk  lässt  erkennen,  dass  p53 immer  als
aktivierender  Transkriptionsfaktor  wirkt,  und  die  reprimierende  Funktion  über
Zwischenschritte und über Aktivierungspfade indirekt seine Repressionswirkung – wie über
den DREAM-Komplex – entfaltet.  Dies hebt die Bedeutung der Downstream-Proteine wie
TMPO und KIF23 nochmals hervor.
P53  und  der  Zellzyklus  sind  im  Zusammenhang  mit  Tumoren,  Zellwachstum  und
Zellseneszenz  untrennbar  miteinander  verbunden.  Es  ist  offensichtlich,  dass  p53-  und
zellzyklusregulierte  Gene  wie  TMPO und  KIF23  hierbei  eine  Rolle  spielen,  ebenso  wie
zukünftig zu entdeckende Zielgene.
Die Einflussnahme auf p53-Signalwege und p53-Bindungspartner könnte in diesem Bereich
erhebliche  therapeutische  Vorteile  bringen.  P53-Reaktivierung kann Tumoren heilen,  aber
p53  kann  auch  negative  Effekte  auf  den  Körper  haben,  indem  es  zellulär  schädigende
Reaktionen auf Zytostatika vermittelt oder die Alterung von Zellen vorantreibt.
Eventuell ist der Lösungsansatz  also nicht die direkte Einflussnahme auf p53. Hier kommt
der DREAM-Komplex ins Spiel. Er ist das verbindende Element zwischen p53 und seinen
Downstream-Zielgenen und dient als „Vollstrecker“ der Zellzyklusfunkionen von p53. 
Um  die  Komplexität  von  Seneszenz-  und  Onkogeneseprozessen  zu  verstehen,  ist  es
schließlich essentiell,  die molekularen Mechanismen, die hierzu führen,  zu durchleuchten.
Dies  bedeutet  eine  intensive  Analyse  von  p53-Bindungspartnern,  der  Kontrolle  und
Regulation des Zellzyklusverhaltens und der Synthese von Genen und Proteinen in diesem
Zusammenhang– wobei die Promotoren der Gene eine essentielle Rolle spielen.
Die neuen Kandidatengene tragen zur Kenntnis des p53-Reguloms bei und ermöglichen das
tiefere  Verständnis  der  Charakteristika  von  Tumoren  und  möglicher  diagnostischer  und
therapeutischer  Targets,  während  die  Analyse  aller  Funktionen  von  p53  zeigt,  dass  die
Reaktivierung von p53 als Tumortherapie auch negative Effekte haben kann.
So ist die Einordnung der Zielgene in das Netzwerk wesentlich, um spezifische Diagnostik-
und  Therapieansatzpunkte  zu  haben  und  das  p53-Regulom  differentiell  therapeutisch  zu
beeinflussen,  so  dass  zukünftig  eine  maßgeschneiderte  Therapie,  zugeschnitten  auf  das
Mutationsmuster des jeweiligen Tumors, möglich wäre.
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